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VORWORT  | I 
Vorwort 
Obwohl Vitamin E schon 1922 durch EVANS & BISHOP entdeckt wurde, ist seine Funktion im 
menschlichen Körper bis heute noch nicht vollständig aufgeklärt. Die Gründe hierfür sind vielfältig, 
aber sicherlich wichtig ist die inzwischen erfolgende Verschiebung des Forschungsinteresses auf 
unterschiedliche Funktionen des Vitamins.  
Zu Beginn standen die Auswirkungen eines Vitamin-E-Mangels im Mittelpunkt des wissen-
schaftlichen Interesses. Eine Vitamin-E-defiziente Ernährung führte bei Ratten zur Einschränkung 
ihrer Reproduktionsfähigkeit (EVANS & BISHOP 1922). Im Menschen hingegen manifestiert sich ein 
Mangel an Vitamin E nur in wenigen Fällen ernährungsbedingt (siehe Kapitel 1.4).  
Daher konzentriert sich die Forschung seitdem vermehrt auf die Aufklärung der spezifischen 
zellulären Vitamin-E-Funktionen (siehe Kapitel 1.8) und deren Einfluss auf die Prävention und 
Pathogenese vielfältiger Krankheiten, z.B. der kardiovaskulären Erkrankungen (Manuskript 5). 
Zahlreiche, vielversprechende In-vitro-Untersuchungen zur antiatherogenen Wirkung des 
Vitamins führten zu einer vermehrten Durchführung großer Humaninterventionsstudien, welche 
durch uneinheitliche oder teils auch negative Ergebnisse die Euphorie dämpften (Manuskript 5). 
Dem folgten eine Ernüchterung und dadurch eine Verlangsamung in der Aufklärung der 
zugrundeliegenden Mechanismen.  
Parallel zu dieser Entwicklung wurde in den 1980er Jahren des vergangenen Jahrhunderts der 
Abbau des Vitamin E in der Leber beschrieben, welcher eine Intoxikation mit demselben 
unterbindet (Kapitel 1.9, Manuskript 6; TRABER 2013). Durch diese Erkenntnisse konnten neue 
Biomarker für die Vitamin-E-Versorgung etabliert werden (LEBOLD et al. 2012). Die biologische 
Funktion der kurzkettigen Metabolite stand dabei schon frühzeitig im Fokus des Interesses.  
Erst Anfang dieses Jahrtausends erweiterte sich das Forschungsgebiet um die zu diesem Zeitpunkt 
erstmalig beschriebenen langkettigen Metabolite (SONTAG & PARKER 2002). Seither arbeiten eine 
internationale Forschergruppe (Deutschland, Italien, Australien und Frankreich um Stefan 
Lorkowski (Institut für Ernährungswissenschaften, Friedrich-Schiller-Universität Jena) und Marc 
Birringer (Angewandte Biochemie für Ernährung und Umwelt, Hochschule Fulda)) und eine 
Gruppe in den USA um Qing Jiang an der Aufklärung ihrer biologischen Funktion. Obwohl das 
Wissen auf diesem Gebiet noch lückenhaft ist, wurde dieses Jahr in einem Konsensusartikel zum 
2. Internationalen Vitamin-E-Satellitensymposium bereits die Bedeutung der langkettigen 
Metabolite herausgestellt (GALLI et al. 2017).  
Die vorliegende Arbeit entstand im Rahmen der Aktivitäten der oben genannten internationalen 
Forschergruppe und strebt die Aufklärung der biologischen Funktion der langkettigen Vitamin-E-
Metabolite an. Dieses Ziel ist innerhalb einer Dissertation alleine nicht zu erreichen; daher setzt 
sie die Forschungsarbeit von WALLERT (2014) fort und legt die Basis für weiterführende Arbeiten.  
Die oben erwähnte Diskrepanz der In-vitro- und In-vivo-Studien im Kontext der kardiovaskulären 
Erkrankungen führte zu folgender Überlegung: Könnte der Metabolismus von Vitamin E, der 
in vivo im Gegensatz zu in vitro (im Abhängigkeit von der eingesetzten Zelllinie) stattfindet, für 
den Ausgang der Studien verantwortlich sein? Aus diesem Anlass fokussiert sich die vorliegende 
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Arbeit auf Prozesse, die in der Entstehung der Atherosklerose eine wichtige Rolle spielen, nämlich 
die Inflammation und die zelluläre Lipidhomöostase. Die Manuskripte 1 bis 4 beschreiben dabei 
die biologischen Effekte der langkettigen Vitamin-E-Metabolite in diesem Kontext, wobei das 
Manuskript 1 darüber hinaus eine enge Strukturabhängigkeit der Effekte aufzeigt. Diese 
Ergebnisse deuten auf die Existenz eines spezifischen Rezeptors für die langkettigen Vitamin-E-
Metabolite hin. 
Die internationale Forschergruppe steckt sich das ehrgeizige Ziel die Funktionsweise des 
Vitamin E bis zu seinem hundertsten Jubiläum im Jahr 2022 aufzuklären. Dies scheint durch den 
Nachweis der biologischen Aktivität der langkettigen Metabolite noch ambitionierter. Aber 
gerade die sich mit dieser Arbeit andeutende Homologie von Vitamin E zu anderen fettlöslichen 
Vitaminen, wie A und D, ist wissenschaftlich besonders reizvoll: die biologisch aktive Form von 
Vitamin A und D ist jeweils ein physiologisches Abbauprodukt, für das ein spezifischer Rezeptor 
bereits identifiziert wurde. Sollte diese Hypothese nun auch für Vitamin E bestätigt werden, würde 
dies zu einem weiteren Umdenken in der Vitamin-E-Forschung führen und das Konzept der 
Bioaktivierung fettlöslicher Vitamine allgemeingültiger machen.  
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1 Vitamin E 
Charakteristisch für die Struktur des Vitamin E sind der Chromanolring und die isoprenoide 
Seitenkette. Das Ringsystem ist mit Methylgruppen unterschiedlicher Anzahl an unterschiedlichen 
Positionen substituiert und wird als α-, β-, γ- oder δ-Form eindeutig beschrieben. Die Sättigung 
der Seitenkette entscheidet über die Bezeichnung als Tocopherol (TOH, gesättigte Seitenkette) 
oder Tocotrienol (T3, ungesättigte Seitenkette). Abbildung 1 gibt einen Überblick über die acht 
bekannten Vitamin-E-Formen. Da die chemische Struktur, hierbei insbesondere die isoprenoide 
Seitenkette, eine geringe Wasserlöslichkeit des Vitamins bedingt, zählt Vitamin E zu den 
fettlöslichen Vitaminen.  
Außerdem finden sich in der Natur vielfältige, dem Vitamin E ähnliche Verbindungen. Diese 
verfügen alle über ein Chromanolringsystem, variieren aber in der Länge der Seitenkette. Bei einer 
Strukturrecherche konnten etwa 170 dem Vitamin E ähnliche Verbindungen identifiziert werden 
(persönliche Mitteilung von Marc Birringer, Hochschule Fulda; Manuskript in Vorbereitung). 
 
 
Abbildung 1: Vitamin-E-Formen.  
Vitamin E als Sammelbegriff für Tocopherole und Tocotrienole (Unterschiede in der Sättigung der Seitenkette) in α-, 
β-, γ- oder δ-Formen (Unterschiede in der Substitution des Ringsystems). 
1.1 Vorkommen und Stabilität 
Aufgrund seiner hohen Fettlöslichkeit findet sich Vitamin E vorranging in Lebensmitteln mit 
hohem Fettanteil. So sind insbesondere pflanzliche Speiseöle, wie Weizenkeimöl (151 - 192 mg 
α-TOH/100 g) und Sonnenblumenöl (33 - 59 mg α-TOH/100 g) oder auch Sojaöl (61 - 70 mg γ-
TOH/100 g) und Maisöl (44 - 75 mg γ-TOH/100 g) gute Quellen für α- oder γ-TOH (SHAHIDI & 
CAMARGO 2016). 
Die Stabilität von Vitamin E in Lebensmitteln ist vergleichsweise gut, hängt aber von den 
Lagerbedingungen, der Verarbeitung der Lebensmittel und der Matrix ab (CHAPMAN et al. 2009). 
So unterliegt Vitamin E unter Einwirkung von Licht und Luftsauerstoff schnell der Oxidation 
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(PIGNITTER et al. 2014) und ist unter Frittierbedingungen nicht stabil (RÉBLOVÁ 2006). Auch die 
Fettsäurezusammensetzung der Pflanzenöle spielt für die Stabilität eine entscheidende Rolle, 
denn Vitamin E oxidiert in Ölen mit hohem Anteil an ungesättigten Fettsäuren schneller 
(VERLEYEN et al. 2002). 
1.2 Verzehr 
Der Verzehr von Vitamin E liegt weltweit im Mittel bei 10,2 mg Vitamin E/d (Median) und variiert 
stark (1,1 - 134,2 mg Vitamin E/d; PÉTER et al. 2016). In Deutschland wird nach Angaben der 
Nationalen Verzehrsstudie II im Median eine Zufuhr von 12 mg Vitamin E/d bei Frauen und 14 mg 
Vitamin E/d bei Männern erreicht (MRI 2008). In Abhängigkeit von der bevorzugten 
Lebensmittelquelle ist der anteilige Verzehr der Vitamin-E-Formen regional verschieden. 
Während in Europa mehr α-TOH-reiche Lebensmittel verzehrt werden, ist der Anteil des γ-TOH 
(etwa 70 % des zugeführten Vitamin E) durch den größeren Verzehr von z.B. Mais und Soja in den 
USA höher (JIANG et al. 2001). 
1.3 Empfehlungen 
Die Deutsche Gesellschaft für Ernährung (DGE e.V.) empfiehlt Erwachsenen eine Aufnahme von 
12 bis 15 mg TOH-Äquivalente (tocopherol equivalent, TE) pro Tag (DGE 2013). Bei einer 
gemischten Zufuhr an Tocopherolen kann die benötigte Dosis aus den in der Tabelle 1 
dargestellten Mengenäquivalenten bestimmt werden. Zur Festlegung dieser Werte dient die 
Bestimmung der relativen biologischen Aktivität im Fötusresorptionstest in Ratten (KAMAL-ELDIN & 
APPELQVIST 1996).  
 
Tabelle 1: Gegenüberstellung der biologischen Aktivität der Tocopherole und ihre 
Übertragung in TOH-Äquivalente nach KAMAL-ELDIN & APPELQVIST (1996). 
 Aktivität im Resorptionstest Menge in mg für 1 TE 
RRR-α-TOH 100 % 1 
RRR-β-TOH 50 % 2 
RRR-γ-TOH 10 % 10 
RRR-δ-TOH 3 % 33,3 
RRR-α-T3 30 % 3,3 
Verwendete Abkürzungen: TE, tocopherol equivalent; TOH, Tocopherol; T3, Tocotrienol. 
Die DGE legt den empfohlenen Referenzwerten den Vitamin-E-vermittelten Schutz vor 
Lipidperoxidation zugrunde (DGE 2013). Durch einen vermehrten Verzehr von ungesättigten 
Fettsäuren steigt das Risiko der Lipidperoxidation, weshalb sich der Bedarf an Vitamin E in diesem 
Fall erhöht (0,5 mg TE/g mehrfach ungesättigter Fettsäuren; RAEDERSTORFF et al. 2015). In den USA 
hingegen wird die empfohlene Tagesdosis (recommended daily allowance, RDA) für Erwachsene 
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mit 15 mg/d angegeben und basiert auf Werten, die zur Vermeidung einer peroxidinduzierten 
Hämolyse in Blutproben von Vitamin-E-defizienten Personen experimentell nötig waren 
(PÉTER et al. 2016). Diese Herangehensweise wird in den USA als Goldstandard angesehen, ist aber 
nicht unumstritten (AZZI 2017). Die Europäische Behörde für Lebensmittelsicherheit (European 
Food Safety Authority, EFSA) gibt eine sichere, maximale Tageszufuhr von 300 mg/d an (EFSA 
2006).  
1.4 Status und Mangel 
Beim Vergleich der tatsächlichen Zufuhr an Vitamin E mit den in den Referenzwerten 
angegebenen Zufuhrempfehlungen wird eine Diskrepanz deutlich. Weltweit erreichen 82 % der 
Menschen die in den USA empfohlene Tagesdosis nicht (PÉTER et al. 2016); in Deutschland werden 
die DGE-Empfehlungen von etwa 50 % der Erwachsenen nicht eingehalten (MRI 2008). Da in den 
meisten Fällen eine moderate Unterversorgung aber symptomlos bleibt, regten einige 
Wissenschaftler eine Überarbeitung der scheinbar zu hohen Referenzwerte an (NOVOTNY et al. 
2012).  
Basis für die Festlegung der neuen Empfehlungen könnten z.B. Vitamin-E-Blutspiegel sein, die 
einen Hinweis auf den Vitamin-E-Status liefern könnten. Der Grenzwert für den Vitamin-E-Mangel 
wird hierbei vom Auftreten negativer Effekte abhängig gemacht. So spricht man ab einem α-TOH-
Serumspiegel von < 8 µmol/l α-TOH von einem manifesten Vitamin-E-Mangel, während bei 
< 12 µmol/l α-TOH im Serum funktionelle Einschränkungen erwartet werden (PÉTER et al. 2016). 
Mangelsymptome sind Ataxie (ataxia with vitamin E deficiency, AVED; SCHUELKE 2005) oder auch 
kognitive Dysfunktion (FUKUI et al. 2015) sowie negative Effekte auf die Reproduktionsfähigkeit 
(LEBOLD & TRABER 2014), wie sie tierexperimentell zur Entdeckung der Vitamin-E-Wirkung führten 
(Fötus-Resorption durch Vitamin-E-Mangel bei Ratten; EVANS & BISHOP 1922). Einige Studien 
legen nahe, dass ein α-TOH-Serumspiegel von > 30 µmol/l zu positiven Effekten bei der 
Prävention kardiovaskulärer Erkrankungen und unterschiedlicher Krebsarten führen könnte 
(PÉTER et al. 2016). Daher legt die DGE den Zielwert für die α-TOH-Serumkonzentration auf 
30 µmol/l fest (DGE 2013). Weltweit liegt der unadjustierte Median der α-TOH-Serum-
konzentration bei 22,1 µmol/l (PÉTER et al. 2016).  
Manche Studien beziehen zur Beurteilung des Vitamin-E-Status die Vitamin-E-Konzentration im 
Serum oder Plasma auf die Gesamtcholesterolkonzentration (Vitamin E [µmol/mmol]; FORD et al. 
2006b). Dies basiert auf einer engen Korrelation der beiden Messgrößen, birgt aber Risiken, da in 
Abhängigkeit von der Gesamtcholesterolkonzentration und dem Gesundheitszustand der 
Probanden der Vitamin-E-Status entweder richtig abgebildet, über- oder unterschätzt wird 
(VERES et al. 2017). Daher wird vorgeschlagen möglichst alle Informationen (Vitamin-E-
Konzentration, Gesamtcholesterolkonzentration und Vitamin E je mmol Gesamtcholesterol) zur 
Verfügung zu stellen, damit der Einfluss der jeweiligen Messgrößen deutlich wird (VERES et al. 
2017). Ein Beispiel aus der Studie von FORD et al. (2006b) verdeutlicht das Problem: ein 53-jähriger 
Mann mit einer normalen Vitamin-E-Konzentration von 18,4 µmol/l, aber einer sehr hohen 
Gesamtcholesterolkonzentration von 8,6 mmol/l hat ein Vitamin-E-Gesamtcholesterolverhältnis 
von 2,14 µmol/mmol, welches nach der studieneigenen Definition (< 2,22 µmol/mmol) sehr 
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niedrig ist. Wäre nur das Verhältnis aus Vitamin E und Gesamtcholesterol angegeben, könnten 
keine Rückschlüsse gezogen werden, ob die Vitamin-E-Konzentration zu niedrig oder die 
Gesamtcholesterolkonzentration zu hoch ist. 
Genetische Faktoren spielen bei der Entstehung eines Vitamin-E-Mangels eine Rolle, wenn 
Mutationen in Genen auftreten, die für den Vitamin-E- oder Lipidstoffwechsel funktionell relevant 
sind. So können Mutationen z.B. im α-Tocopherol-Transferprotein (α-TTP; BROMLEY et al. 2013; 
siehe Kapitel 1.6.2), die Stoffwechselerkrankung zystische Fibrose (aufgrund einer Einschränkung 
in der Sekretion von z.B. Gallensäuren; RANA et al. 2014) oder Störungen des Lipoproteinstoff-
wechsels (z.B. familiäre Hypocholesterolämien, Abetalipoproteinämie, Hypobetalipoproteinämie 
oder die Chylomikronenretentionskrankheit; CUERQ et al. 2016; PERETTI et al. 2010), zu einem 
klinischen Mangel führen. Auch erworbene Komplikationen, wie z.B. Magenresektion (RINO et al. 
2014) oder eine ausgeprägte Mangelernährung (PÉTER et al. 2013) können einen Vitamin-E-
Mangel nach sich ziehen. 
1.5 Bioverfügbarkeit 
Die Bioverfügbarkeit von Vitamin E wird von vielfältigen Faktoren beeinflusst, die mit dem 
Akronym SLAMENGHI zusammengefasst werden (BOREL et al. 2013). Die Form des Vitamin E 
(species), die molekulare Verknüpfung (linkage, z.B. Veresterung), die verzehrte Menge (amount), 
die Lebensmittelmatrix (matrix), die Effektoren der Absorption und der Biokonversion (effectors, 
z.B. Lipide oder Ballaststoffe), der Status des Betroffenen (nutritient status), die genetischen 
Faktoren (genetic factors), sowie Charakterisika des Betroffenen (host-related factors, z.B. 
Geschlecht und Alter) und mathematisch berrechnete Interaktionen (interactions, z.B. zur 
Unterscheidung von Einzel- und Kombinationseffekten) können Einfluss nehmen. 
1.6 Stoffwechsel und Transport von Vitamin E 
1.6.1 Absorption 
Nach dem Verzehr Vitamin-E-haltiger Lebensmittel erfolgt die Resorption zusammen mit Lipiden 
(siehe Abbildung 2). Im Magen setzt Pepsin Vitamin E aus der Lebensmittelmatrix frei (BOREL et al. 
2013) und eine Emulgierung der Fettphase wird initiiert (ARMAND et al. 1996). Im Dünndarm erfolgt 
mit Hilfe von Gallensäuren eine weitere Emulgierung und anschließend die Resorption der 
Moleküle, meist rezeptorvermittelt, an der Oberfläche der Enterozyten (ABUMRAD & DAVIDSON 
2012; ARMAND et al. 1996). Untersuchungen von BARDOWELL et al. (2012) legen nahe, dass bereits 
im Dünndarm eine Verstoffwechslung von Vitamin E stattfindet (siehe Manuskript 6). Die 
Aufnahme von α-TOH in Enterozyten wird unter anderem durch den Cholesteroltransporter 
Niemann-Pick C1-like 1 (NPC1L1) vermittelt, wobei dessen N-terminale Domäne eine essentielle 
Rolle zu spielen scheint (KAMISHIKIRYO et al. 2017). Neben der intrazellulären Speicherung der 
Lipide in Lipidtropfen, werden diese über Chylomikronen in die Lymphe abgegeben (HUSSAIN 
2014). Über die Pfortader und die anschließende Zirkulation im Blut gelangen die Lipide nach 
einem teilweisen Abbau über Lipasen in Form von Chylomikronenüberbleibseln (chylomicron 
remnants, CR) zur Leber und werden dort in die Leberzellen aufgenommen (JULVE et al. 2016). 
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Alternativ wird Vitamin E von den Enterozyten auch auf extrazelluläres Apolipoprotein A-I 
übertragen, welches dann durch eine weitere Beladung mit Lipiden zum Lipoprotein hoher Dichte 
(high density lipoprotein, HDL) wird (GREBENSTEIN et al. 2014; NIESOR 2015). 
1.6.2 Vitamin-E-Stoffwechsel in der Leber 
Die Leber ist für den Stoffwechsel von Vitamin E ein Organ von zentraler Bedeutung. Sie ist der 
Ort der Favorisierung bestimmter Vitamin-E-Formen und seines Metabolismus (Manuskript 6, 
Kapitel 1.6.2 und 1.9). Während über die Nahrung die unterschiedlichen Vitamin-E-Formen in 
variierenden Mengen zugeführt werden (Kapitel 1.2), ist α-TOH die vorherrschende Form im 
Körper. Das Verhältnis von α-TOH zu γ-TOH, die Vitamin-E-Form mit der zweithöchsten 
Konzentration im Blut, wird dabei mit 5,2 : 1 (FORD et al. 2006a) bis 41,2 : 1 (ZERBINATI et al. 2015) 
angegeben. 
 
 
Abbildung 2: Vitamin-E-Resorption und -Stoffwechsel (siehe Text für Erläuterungen). 
Verwendete Abkürzungen: 13’-OH, 13’-Hydroxychromanol; 13’-COOH, 13’-Carboxychromanol; α-TTP, α-Tocopherol-
Transferprotein; ABCA1, Adenosine triphosphate-binding cassatte transporter 1; CETP, Cholesterolestertransferprotein; 
CR, chylomicron remnants; HDL, high density lipoprotein; LDL, low densitiy lipoprotein; LDLR, LDL-Rezeptor; LPL, 
Lipoproteinlipase; LRP, LDL receptor related protein; MDR3, multidrug resistance protein 3; ; NPC1L1, Niemann-Pick C1 
like 1; PLTP, Phopholipidtransferprotein; SR-BI, scavenger receptor-B1; VLDL, very low density lipoprotein. Abbildung 
modifiziert nach Manuskript 6. 
Dafür wird unter anderem das spezifische hepatische Protein α-TTP verantwortlich gemacht. 
Dieses weist unterschiedliche Bindungsaffinitäten zu den jeweiligen Vitamin-E-Formen auf 
(α-TOH: 100 %, β-TOH: 38 %, γ-TOH: 9 %, δ-TOH: 2 %, α-T3: 12 %; HOSOMI et al. 1997), schützt 
auf diesem Weg α-TOH vor dem Abbau und favorisiert daher dessen Zirkulation. Die 
intrazellulären Mechanismen werden in Manuskript 6 ausführlich beschrieben. Es gibt allerdings 
Hinweise, dass nicht nur die α-TTP-Bindungsaffinitäten für die α-TOH-Favorisierung eine Rolle 
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spielen, sondern ein Zusammenspiel aus α-TTP und Metabolismus dafür verantwortlich ist 
(GREBENSTEIN et al. 2014). Außerdem ist es denkbar, dass die anderen Vitamin-E-Formen unter 
engerer metabolischer Kontrolle stehen als α-TOH, da sie eine höhere Toxizität aufweisen 
(PARKER et al. 2004). Auf welchem Weg und aus welchem Grund α-TOH favorisiert wird, ist noch 
im Detail zu klären. Unumstritten ist allerdings, dass α-TOH die höchste biologische Aktivität 
besitzt (vgl. Ergebnisse des Fötusresorptionstest, Kapitel 1.2).  
Nach der Verpackung des α-TOH und anderer lipophiler Moleküle in Lipoproteine sehr geringer 
Dichte (very low densitiy lipoproteins, VLDL) werden diese aus der Leber in die Zirkulation sekretiert 
und gelangen über den bekannten Lipoproteinstoffwechselweg (VLDL - IDL (intermediate density 
lipoprotein) - LDL (low density lipoprotein)) zum extrahepatischen Gewebe (HACQUEBARD & 
CARPENTIER 2005). Für α-TOH werden Bindeproteine beschrieben, die das Molekül intra- und 
extrazellulär transportieren (im Überblick in Manuskript 6). 
1.7 Speicherung, zelluläre Verteilung und Orientierung in der Membran 
In Ratten finden sich etwa 90 % des gesamten α-TOH im Skelettmuskel (42 %), in der Leber (28 %) 
und im Fettgewebe (21 %; BJØRNEBOE et al. 1990). Während die Leber als Kurzzeitspeicher für 
α-TOH dient, ist das Fettgewebe der Langzeitspeicher (MACHLIN & GABRIEL 1982), der z.B. durch 
Vitamin-E-Defizienz über vier Wochen bei Ratten nicht signifikant beeinflusst wird (UCHIDA et al. 
2012). 
Seiner lipophilen Natur folgend ist Vitamin E in vitro intrazellulär in membran- und lipidreichen 
Fraktionen zu finden, z.B. vorrangig in der Mikrosomenfraktion in Jurkat-Zellen (SAITO et al. 2004) 
oder in den Lipidtropfen in Fettzellen (TRABER & KAYDEN 1987). Der TOH-Gehalt in den zellulären 
Fraktionen verhält sich dabei proportional zum Lipidgehalt (SAITO et al. 2004).  
Die Orientierung von α-TOH innerhalb der Membranen ist noch nicht eindeutig geklärt. So wird 
eine Ausrichtung parallel zur wässrigen Phase im Bereich der Phospholipidkopfgruppen 
(MARQUARDT et al. 2015) sowie eine Ausrichtung parallel zu den Fettsäureresten der Lipide 
(AUSILI et al. 2017) postuliert. Ebenfalls zur Diskussion steht, ob die Membranbeschaffenheit einen 
Einfluss auf die Verteilung des Vitamin E in der Membran hat (AUSILI et al. 2017; SÁNCHEZ-
MIGALLÓN et al. 1996). Umgekehrt scheint allerdings Vitamin E die Membranbeschaffenheit zu 
beeinflussen: so bilden sich in oxidativ geschädigten Membranen Poren, welche durch α-TOH 
vermindert werden können (BOONNOY et al. 2017).  
1.8 Funktionen 
Erste Anhaltspunkte für die Funktion von Vitamin E lieferten die Symptome, welche unter 
Mangelbedingungen offensichtlich werden. So wurde Vitamin E aufgrund von Fertilitätsstörungen 
bei Vitamin-E-mangelernährten Ratten entdeckt (EVANS & BISHOP 1922). Auf molekularer Ebene 
übt Vitamin E antioxidative und von der antioxidativen Funktion unabhängige Effekte aus. 
Während die antioxidative Kapazität von Vitamin E schon lange bekannt ist (erste Erwähnung in 
PubMed im Jahr 1945, TOMARELLI & GYORGY) und als Grundlage für die Festlegung der jeweiligen 
Referenzwerte für die Zufuhr dient (siehe Kapitel 1.3), wurden die nicht-antioxidativen Funktionen 
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erstmals 1974 beschrieben (CATIGNANI et al.).  
Der antioxidative Mechanismus ist sehr gut dokumentiert: Vitamin E dient als Fänger für Radikal, 
die z.B. bei der Lipidperoxidation von ungesättigten Fettsäuren durch Sauerstoff- und Licht-
einwirkung entstehen (NIKI 2014). Daher wird es in der Lebensmittelindustrie gerne als Antioxidans 
eingesetzt (WITTING 1975). Auch in vivo bietet Vitamin E Schutz vor oxidativem Stress, wobei 
manche Forscher die Vitamin-E-Funktion auf diesen Aspekt reduzieren (TRABER & ATKINSON 2007). 
Die nicht-antioxidative bzw. genregulative Funktion von Vitamin E ist ebenfalls gut dokumentiert 
und wurde erst kürzlich zusammenfassend dargestellt (AZZI 2017; Manuskript 7).  
1.9 Hepatischer Metabolismus 
Zwei unterschiedliche Herangehensweisen ermöglichten die Aufklärung des Vitamin-E-
Metabolismus. Zum einen lieferten In-vitro-Studien, z.B. mit Leberzellen, erste Hinweise auf 
entstehende Abbauprodukte (BIRRINGER et al. 2001; BIRRINGER et al. 2002; SONTAG & PARKER 2002). 
Zum anderen ergaben sich durch In-vivo-Studien mit markiertem (deuteriertem) TOH Hinweise 
auf den Metabolismus im Menschen (LEONARD et al. 2005; LODGE et al. 2001; TORQUATO et al. 
2016b).  
Der Abbau verläuft prinzipiell für alle Vitamin-E-Formen ähnlich. Die Effektivität des Metabolismus 
hängt von (mindestens) drei Faktoren ab: von der Substitution des Chromanolrings, der Sättigung 
der Seitenkette und der Quelle des Vitamins (Manuskript 6). Mit steigender Anzahl der 
Methylgruppen am Chromanolring sinkt die Abbaurate. Die TOH werden aufgrund ihrer 
gesättigten Seitenkette weniger abgebaut als die T3 und der Metabolismus von synthetischen 
Vitamin-E-Formen ist besonders hoch. So weist also das natürliche α-TOH die niedrigste 
Abbaurate auf (SONTAG & PARKER 2007). Der Metabolismus wird im Manuskript 6 sehr detailliert 
beschrieben und soll daher hier nur im Überblick anhand von α-TOH dargestellt werden (siehe 
Abbildung 3). Die ω-Hydroxylierung der Seitenkette wird durch Cytochrom-P450-abhängige 
(CYP) Enzyme katalysiert und erzeugt den ersten langkettigen Metabolit (long-chain metabolite, 
LCM), das α-13‘-Hydroxychromanol (α-13’-OH). Die Frage, welche Enzymisoform für den Abbau 
des Vitamin E zuständig ist, scheint immer noch offen zu sein. Zunächst wurde die Isoform 
CYP3A4 identifiziert (PARKER et al. 2000). Zwischenzeitliche Erkenntnisse lieferten gute Evidenz für 
CYP4F2 (SONTAG & PARKER 2002), während neueste Erkenntnisse wieder gegen CYP4F2 sprechen 
(persönliche Mitteilung von Francesco Galli (Abteilung für pharmazeutische Wissenschaften, 
Universität Perugia, Italien), 16th Fat Soluble Vitamin Congress in Paris 2017). In einem zweiten 
Schritt wird das α-Carboxychromanol (α-13’-COOH) über eine ω-Oxidation generiert. Die 
sukzessive Kürzung der Seitenkette über die β-Oxidation führt schlussendlich zum wasserlöslichen 
Endprodukt α-Carboxyhydroxyethylchromanol (α-3‘-COOH oder α-CEHC).  
Der Abbau des Vitamin E erfolgt in unterschiedlichen Kompartimenten (MUSTACICH et al. 2010), 
wobei der Transport der Metabolite innerhalb der Zelle, die Aufnahme in die jeweiligen 
Kompartimente und die beteiligten Enzyme noch ungeklärt sind. Zusätzlich erfolgt teilweise eine 
Modifikation der Metabolite durch Phase-II-Enzyme des Fremdstoffmetabolismus. So findet eine 
Sulfatierung der Metabolite parallel zum Metabolismus statt, z.B. entsteht 11’S-COOH (JIANG et al. 
2007). FREISER & JIANG (2009b) geben zur rechnerischen Abschätzung der sulfatierten LCM einen 
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Faktor von 1,4 an, welcher mit der ermittelten Konzentration der LCM multipliziert wird. Ebenso 
wurden Glucuronide (SWANSON et al. 1999; ZHAO et al. 2010) und Glucoside (CHO et al. 2009) für 
die Metabolite beschrieben. 
 
 
Abbildung 3: Hepatischer Metabolismus von Vitamin E (siehe Text für Erläuterungen).  
Verwendete Abkürzungen: α-TOH, α-Tocopherol; α-T3, α-Tocotrienol; 13’-OH, 13’-Hydroxychromanol; 13’-COOH, 
13’-Carboxychromanol; CYP4F2/3A4, Cytochrome-P450-abhängige Enzyme der Familie 4F2 oder 3A4; LCM, long-chain 
metabolites; ICM, intermediate-chain metabolites; SCM, short-chain metabolites; CDMD(en)2HC, Carboxydimethyl-
decadienylhydroxychromanol; CDMO(en)2HC: Carboxydimethyloctdienylhydroxychromanol; CDMHenHC, Carboxy-
methylhexenylhydroxychromanol; CMBenHC, Carboxymethylbutadienylhydroxychromanol; CDMDHC, Carboxymethyl-
decahydroxychromanol; CDMOHC, Carboxymethyloctylhydroxychromanol; CDMHHC, Carboxymethylhexylhydroxy-
chromanol; CMBHC, Carboxymethylbutylhydroxychromanol; CEHC, Carboxyethylhydroxychromanol. Abbildung 
modifiziert nach Manuskript 6. 
2 Langkettige Vitamin-E-Metabolite (LCM) 
SONTAG & PARKER konnten 2002 erstmals unter anderem die langkettigen Metabolite des 
Vitamin E beschreiben und benannten diese der Nomenklatur folgend 13’-COOH. Diese 
Publikation legte den Grundstein für zahlreiche Arbeiten, die zum einen das Vorkommen der 
Metabolite in unterschiedlichen biologischen Materialen untersuchten und zum anderen die 
Analytik selbst optimierten. Abbildung 4 fasst die geleisteten Forschungsarbeiten zu den LCM 
knapp zusammen. 
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Abbildung 4: Forschungsarbeiten zu den LCM.  
Verwendete Abkürzung: LCM, long-chain metabolite. 
2.1 Analytik der LCM 
Die Analytik der LCM ist in zahlreichen Publikationen beschrieben und weist im Detail ebenso 
viele Varianten auf (siehe Tabelle A1 im Anhang). Zwei Übersichtsarbeiten fassen diese 
Unterschiede anschaulich zusammen (BIRRINGER 2010; TORQUATO et al. 2016b). Die Probenmatrix 
variiert von Zellkulturproben (Zellen und Zellkulturmedium) über Blutproben (Serum oder Plasma) 
und Gewebeproben bis hin zu Fäzesproben. Das zu analysierende Probenvolumen ist von der 
Probenmatrix und von der Sensitivität der eingesetzten Methode abhängig. Für die Analyse von 
Blutproben ist das benötigte Probenvolumen insbesondere für große Humanstudien relevant, da 
hier das zur Verfügung stehende Probenmaterial häufig begrenzt ist. Je geringer das nötige 
Probenvolumen, umso einfacher lassen sich große Screening-Vorhaben ermöglichen.  
Für die Messung der Metabolite ist zunächst eine Aufarbeitung der entsprechenden Proben nötig. 
Die Proben können enzymatisch oder chemisch dekonjugiert werden, um die Gesamtmenge der 
LCM (konjugiert und unkonjugiert) zu bestimmen. Zur enzymatischen Dekonjugation werden in 
der Regel Sulfatasen und Glucoronidasen eingesetzt, um die mengenmäßig relevantesten 
Konjugate zu lösen. Im Detail wurde die Verwendung der einzelnen Enzyme durch FREISER & JIANG 
(2009b) systematisch optimiert. Dabei spielen das explizite Enzym, die Inkubationsdauer, die 
Inkubationstemperatur und der eingesetzte pH-Wert eine entscheidende Rolle.  
Anschließend werden die Metabolite aus der Probenmatrix extrahiert und im Bedarfsfall 
derivatisiert. Grundsätzlich werden zwei unterschiedliche Extraktionsmethoden eingesetzt: die 
Flüssig-Flüssig-Extraktion und die Flüssig-Festphasenextraktion. Das Lösungsmittelgemisch für 
die Flüssig-Flüssig-Extraktion richtet sich nach den zu analysierenden Metaboliten. Sollen nur die 
LCM analysiert werden, kann das Lösungsmittel in der Polarität so gewählt werden, dass es die 
Extraktion der LCM (z.B. durch Hexan) favorisiert. Sollen zeitgleich auch die TOH oder gar die 
kurzkettigen Metabolite (short-chain metabolites, SCM) extrahiert werden, müssen eventuell 
mehrere Extraktionsschritte mit Lösungsmittelgemischen unterschiedlicher Polaritäten 
miteinander kombiniert werden, um alle Metabolite bzw. Ausgangssubstanzen effizient zu 
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extrahieren (JIANG et al. 2015). Die Festphasenextraktion wurde bislang nur vereinzelt eingesetzt 
(YANG et al. 2010).  
Die chromatographische Auftrennung erfolgt entweder mittels Gaschromatographie (GC) oder in 
der Flüssigchromatographie (liquid chromatography, LC oder high pressure liquid chromato-
graphy, HPLC). Die Detektion erfolgt je nach erwarteter LCM-Konzentration z.B. mittels 
Fluoreszenzdetektion (z.B. für Proben aus der Zellkultur) oder mittels Massenspektrometrie (MS). 
Technische Details werden in der Übersichtsarbeit von TORQUATO et al. (2016b) sehr anschaulich 
zusammengefasst.  
Auch die Zahl der gleichzeitig detektierbaren Metabolite variiert stark und ist unter anderem von 
der Extraktionsmethode abhängig. Besonders problematisch ist der hohe Konzentrations-
unterschied zwischen den TOH und den Metaboliten in z.B. Blutproben, die einen enorm breiten 
Detektionsbereich erforderlich machen. Meist wird zur Umgehung dieses Problems eine zweite 
chromatographische Auftrennung mit einer verdünnten Probe für die TOH benötigt 
(GIUSEPPONI et al. 2017).  
2.2 Nachweis der LCM in vitro und in vivo 
Der erste Nachweis der LCM erfolgte durch SONTAG & PARKER (2002) in HepG2-Zellen und in 
Mikrosomen, die aus Rattenleber gewonnen wurden. In vitro wurden die Metabolite außerdem in 
A549-Zellen nachgewiesen (FREISER & JIANG 2009a; JIANG et al. 2007; JIANG et al. 2008). In vivo 
werden die LCM auf Grund ihrer geringen Wasserlöslichkeit über die Galle und die Fäzes 
ausgeschieden und konnten dort auch detektiert werden (JIANG et al. 2015; ZHAO et al. 2010). 
Tabelle 2 gibt eine Übersicht über die in den jeweiligen Testmatrizes detektierten LCM. Nicht 
aufgeführt werden die Metabolite des β-TOH, da diese bislang nicht beschrieben wurden. Dies 
kann zum einen an der geringen physiologischen β-TOH-Konzentration liegen (0 - 0,2 µg/ml 
β-TOH im Serum; CHOW 1975), zum anderen ist die chromatographische Trennung von β- und 
γ-TOH schwierig, so dass beide Substanzen häufig koeluieren (SILUK et al. 2007). Zudem liegt 
γ-TOH in einer höheren Konzentration vor (0,7 - 2,7 µg/ml γ-TOH im Serum; CHOW 1975). Dies 
erschwert die Detektion von β-TOH und seiner möglichen Metabolite weiterhin. 
Im Jahr 2014(a) konnten WALLERT et al. zum ersten Mal zeigen, dass α-13’-COOH physiologisch 
im humanen Blut zirkuliert. Im folgenden Jahr gelang CIFFOLILLI et al. (2015) der Nachweis, dass 
auch α-13’-OH nach siebentägiger Supplementation mit 1000 IU/d RRR-α-TOH im Serum vorliegt. 
Die Konzentration dieser Metabolite liegt im nanomolaren Bereich und konnte damals für 
α-13’-OH erst nach Supplementation zuverlässig detektiert werden (CIFFOLILLI et al. 2015). 
GIUSEPPONI et al. (2017) optimierten die LCM-Analytik und fanden neben den LCM auch bislang 
unidentifizierte Peaks, die möglicherweise ebenfalls zu den LCM gerechnet werden können. Die 
basale Konzentrationen für α-13’-OH geben GIUSEPPONI et al. (2017) mit ~0,8 nM und α-13’-COOH 
mit ~1,2 nM an (Konzentrationsangaben ohne unidentifizierte Peaks). Nach einer siebentägigen 
Supplementation mit 1000 IU/d RRR-α-TOH stiegen die Serumkonzentrationen auf ~8 nM für 
α-13’-OH und ~2,4 nM für α-13’-COOH.  
Der Nachweis der LCM im humanen Blut zeigte zum ersten Mal, dass die LCM nicht ausschließlich 
über die Galle und Fäzes ausgeschieden werden, sondern physiologisch im Blut vorliegen. Damit 
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ist eine Zirkulation im gesamten Blutkreislauf realistisch und die Verfügbarkeit der Metabolite an 
Zielgeweben oder Zielzellen denkbar. Aus diesem Grund ist der In-vitro-Einsatz der LCM z.B. in 
extrahepatischen Zellen, wie Makrophagen, sinnvoll und für die Aufklärung der biologischen 
Funktion der Metabolite relevant.  
 
Tabelle 2: Art und Ort der nachgewiesenen LCM in vivo und in vitro.  
 α- γ- δ- 
 TOH T3 TOH T3 TOH T3 
 M B F L M B F L M B F L M B F L M B F L M B F L 
9’-COOH                         
11’-COOH                         
13’-COOH                         
13’-OH                         
9‘S-COOH                         
11’S-COOH                         
13’S-COOH                         
Farbig markierte Felder geben den Ort des detektierten Metabolits an. Die hier verwendete Definition der LCM 
entspricht der des Manuskriptes 6 (9‘- bis 13‘-LCM). Verwendete Abkürzungen: 9’-COOH, 9‘-Carboxychromanol, 
(analog für 11‘- und 13’-COOH); 9’S-COOH, 9‘-Carboxychromanolsulfat, (analog für 11’S- und 13’S-COOH); 13’-COOH, 
13‘-Carboxychromanol; B, Blut; F, Fäzes; L, Leber; M, Medium; TOH, Tocopherol; T3, Tocotrienol.  
2.3 Natürliche oder semisynthetische Gewinnung der LCM 
Für den Einsatz der LCM in experimentellen Studien in vivo und in vitro müssen die Metabolite in 
ausreichenden Mengen und in hoher Reinheit vorliegen. In der Historie der LCM-Forschung 
wurden bislang dafür zwei Quellen genutzt. Zum einen wurden die Metabolite aus 
Zellkulturmedien isoliert; zum anderen uber einen Inhaltsstoff aus einer afrikanischen Bitternuss, 
der Garcinia kola, hergestellt. 
Die bei der Isolation der LCM aus Zellkulturmedien verwendeten Zellen (z.B. HepG2 oder A549) 
können nachweislich Vitamin E verstoffwechseln und wurden mit den entsprechenden TOH 
inkubiert (JIANG et al. 2008; JIANG et al. 2011). Damit machte man sich die Fähigkeit der Leberzellen 
zum TOH-Metabolismus zu Nutze. Der große Vorteil dieser Methode liegt in der 
enantiomerreinen Synthese der Metabolite, während die Bildung von Metaboliten 
unterschiedlicher Länge (z.B. 13’-COOH und 9’-COOH) nachteilig für die Aufklärung der 
spezifischen Effekte der einzelnen Metabolite ist.  
Für eine semisynthetische Gewinnung der LCM aus Garcinia kola legten MAZZINI et al. (2009) den 
Grundstein. Die Nuss enthält Garciniasäure (garcinoic acid, GA; δ-T3-13’-COOH, LCM des δ-T3), 
welche zunächst isoliert und anschließend mittels Syntheseschritten zu δ-13’-COOH, δ-13’-OH 
und α-13’-COOH sowie α-13’-OH umgewandelt werden kann (siehe Abbildung 5). Vorteil dieser 
LCM-Gewinnung ist die relativ gute Verfügbarkeit der Nüsse und die spezifische Synthese 
einzelner Metabolite, während das gebildete Enantiomergemisch, welches bei der Hydrierung der 
ungesättigten Seitenkette entsteht, nachteilig für die experimentellen Studien ist. Möglicherweise 
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ist dadurch die für spezifische biologische Effekte benötigte Konzentration der LCM höher als bei 
einer enantiomerreinen Substanz. In einer Arbeit aus dem Jahr 2016 untersuchten JANG et al. u.a. 
den Einfluss der Gewinnung der Metabolite auf ihre biologische Aktivität und kamen zu dem 
Schluss, dass für die untersuchten Enzyme die jeweiligen IC50-Werte (mittlere inhibitorische 
Konzentration, IC50) vergleichbar sind, unabhängig davon, ob die Metabolite aus 
Zellkulturmedien isoliert oder semisynthetisch aus der Garcinia kola gewonnen wurden. Daher ist 
der bevorzugte Einsatz der semisynthetisch erzeugten LCM für die Experimente gerechtfertigt 
(BIRRINGER et al. 2010; CIFFOLILLI et al. 2015; JANG et al. 2016; PODSZUN et al. 2017; TORQUATO et al. 
2016a; TORQUATO et al. 2016b; WALLERT et al. 2014a; WALLERT et al. 2015). 
 
 
Abbildung 5: Semisynthetische Gewinnung der LCM (siehe Text für Erläuterungen).  
Verwendete Abkürzungen: α-13’-COOH, α-13‘-Carboxychromanol, (analog für δ-13’-COOH); α-13’-OH, α-13‘-Hydroxy-
chromanol (analog für δ-13’-OH). Abbildung modifiziert nach Manuskript 1. 
2.4 Biologische Effekte der LCM 
Erstmals 2008 wurden biologische Wirkungen der LCM beschrieben (JIANG et al. 2008). Seither 
wächst die Zahl der Publikationen auf diesem Feld stetig und es zeigte sich, dass die LCM 
pleiotrope Effekte vermitteln. Bislang konzentrierten sich die Forschergruppen auf den Einfluss 
der LCM auf die Inflammation, die Kanzerogenese, die zelluläre Lipidhomöostase, den 
Metabolismus und auf die Interaktion mit Pharmazeutika. Tabelle 3 gibt einen Überblick über die 
bekannten biologischen Effekte der LCM. 
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Tabelle 3: Biologische Effekte der LCM und der GA. 
Autoren Beobachteter Effekt Substanz 
Antiinflammatorische Effekte 
JIANG et al. 2008 Inhibition der Aktivität von COX2  γ-13’-COOH 
δ-13’-COOH 
δ-9‘-COOH 
CIFFOLILLI et al. 2015 Hemmung der Transkription und Funktion von COX2 α-13’-OH 
JANG et al. 2016 Inhibition der Aktivität von COX2 δ-13’-COOH 
GA 
CIFFOLILLI et al. 2015 Hemmung der Transkription und Funktion von iNOS α-13’-OH 
JIANG et al. 2011 Inhibition der Aktivität von 5-LO δ-13’-COOH 
JANG et al. 2016 Inhibition der Aktivität von 5-LO δ-13’-COOH 
GA 
Antikanzerogene Effekte 
BIRRINGER et al. 2010 Induktion der Apoptose  
Induktion der mitochondrialen ROS-Bildung 
Reduktion des mitochondrialen Membranpotentials 
α-13’-OH 
α-13’-COOH 
δ-13’-OH 
δ-13’-COOH 
MAZZINI et al. 2009 Antiproliferative Effekte  α-13’-OH 
δ-13’-COOH 
GA 
JANG et al. 2016 Antiproliferative Effekte 
Induktion der Apoptose  
Induktion der Autophagie 
Regulation der Phospholipide 
Tumore: Größe und Anzahl reduziert 
δ-13’-COOH 
GA 
Zelluläre Lipidhomöostase 
WALLERT et al. 2014a Induktion der Expression von CD36 α-13’-OH  
α-13’-COOH 
Interaktion mit Pharmazeutika 
PODSZUN et al. 2017 Induktion der P-gp-Expression und Aktivität 
Aktivierung von PXR 
α-13’-COOH 
Regulation des Metabolismus 
TORQUATO et al. 
2016a 
Induktion der CYP4F2-Expression α-13’-OH 
Verwendete Abkürzungen: 5-LO, 5-Lipoxygenase; α-13’-COOH, α-13‘-Carboxychromanol, (analog für δ-13’-COOH); α-
13’-OH, α-13‘-Hydroxychromanol, (analog für δ-13’-OH); CD36, cluster of differentiation 36; COX2, Cyclooxygenase 2; 
CYP4F2, Cytochrom-P450-abhängiges Enzym der Familie 4F2; GA, Garciniasäure; iNOS, inducible nitric oxide synthase; 
LCM, long-chain metabolite; NO, nitric oxide; P-pg, P-Glykoprotein; ROS, reactive oxygen species; PXR, pregnane X 
receptor. 
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2.4.1 Antiinflammatorische Effekte 
Die Inflammation ist ein komplexes Geschehen, das pharmazeutisch über zahlreiche 
Angriffspunkte abgeschwächt bzw. aufgelöst werden kann. So stehen z.B. Hemmstoffe für die 
Cyclooxygenasen (COX, z.B. Aspirin) oder die 5-Lipoxygenase (5-LO, z.B. Zileuton) zur Verfügung 
(MEIRER et al. 2014). Diese Enzyme sind an der Umsetzung von Arachidonsäure zu proinflamma-
torischen Mediatoren, wie z.B. Prostaglandinen (PG) oder Leukotrienen (LT), beteiligt (PEREIRA-
LEITE et al. 2017). Weiterhin wird die Expression der induzierbaren Stickstoffmonoxidsynthase 
(inducible nitric oxide synthase, iNOS) durch immunologische oder mikrobielle Stimuli aktiviert, 
welche dann lokal hohe Konzentrationen an Stickstoffmonoxid produziert und dadurch (in 
Abhängigkeit von den Gegebenheiten) positive und negative Effekte auf den Krankheitsverlauf 
haben kann (LIND et al. 2017). Die experimentellen Arbeiten zur Aufklärung der 
antiinflammatorischen Effekte der LCM konzentrieren sich daher vorrangig auf die Regulation der 
Expression und der Funktion der genannten Enzyme.  
JIANG et al. (2008) inkubierten A549-Zellen, welche zum Vitamin-E-Metabolismus fähig sind, mit 
unterschiedlichen Vitamin-E-Formen und zeigten eine Inhibition der arachidonsäureinduzierten 
Aktivität der Cyclooxygenasen. Die Effekte von Vitamin E waren weniger deutlich, wenn der 
Vitamin-E-Metabolismus z.B. durch Sesamin inhibiert wurde. Daher schlossen JIANG et al. (2008), 
dass die Regulation der COX zumindest zum Teil durch Metabolite des Vitamin E vermittelt 
werden. Zur Bestätigung wurden Zellen mit γ-TOH und δ-TOH inkubiert und das entstehende 
LCM-angereicherte Inkubationsmedium für eine weitere Inkubation genutzt. Dabei zeigte das 
δ-TOH-behandelte Medium eine potentere Hemmung der arachidonsäureinduzierten COX2-
Aktivität als das γ-TOH-behandelte. Da δ-13’-COOH und δ-9’-COOH den mengenmäßig größten 
Anteil an den in A549-Zellen gebildeten LCM ausmachen, wurden diese aus dem 
Zellkulturmedium isoliert und am isolierten Enzym getestet. Dabei war die Hemmeffizienz von 
COX2 bei einer mittleren inhibitorischen Konzentration (half maximal inhibitory concentration, 
IC50) von 4 - 6 µM für beide Metabolite im zellbasierten Assay sehr ähnlich, während am isolierten 
Enzym δ-13’-COOH COX1 und COX2 effektiver inhibierte als δ-9’-COOH. Der Einfluss der 
Sulfatierung wurde ebenfalls untersucht und es konnte nachgewiesen werden, dass die 
unkonjugierten Metabolite die Cyclooxygenasen effektiv hemmen, während ihre Konjugate 
diesbezüglich keine Wirkung zeigten. Für diese Versuche nutzten die Autoren γ-T3 inkubierte 
Zellen, welche nach 24 h vorrangig unkonjugierte LCM produzieren. Nach 72 h Inkubationszeit 
hingegen liegt der Großteil der LCM sulfatiert vor, während die Gesamtmenge der LCM 
vergleichbar ist. Aus den jeweiligen Medien wurden die Metabolite isoliert und in vitro eingesetzt. 
In Computersimulationen konnte eine stärkere Bindung von 13’-COOH als von 9’-COOH an COX1 
gezeigt werden (JIANG et al. 2008). 
JIANG et al. zeigten im Jahr 2011 die inhibitorische Wirkung von δ-13’-COOH auf die 5-LO. In 
HL-60-Zellen hemmte der Metabolit die A23187-induzierte Leukotrien B4 (LTB4)-Bildung effektiv 
mit einem IC50-Wert von 4 - 7 µM. Am isolierten Enzym übertraf die Hemmung von 5-LO durch 
δ-13’-COOH (IC50: 0,5 - 1 µM) die des synthetischen Inhibitors Zileuton (IC50: 3 - 5 µM). 
JANG et al. bestätigten im Jahr 2016 die Ergebnisse aus den vorangegangenen Studien (JIANG et al. 
2008; JIANG et al. 2011) und zeigten, dass δ-13’-COOH unabhängig von seiner Herkunft (isoliert 
aus Zellkulturmedium oder semisynthetisch gewonnen aus Garcinia kola) eine vergleichbare 
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inhibitorische Wirkung auf die untersuchten Enzyme (COX2 und 5-LO) aufweist (JANG et al. 2016). 
Im Vergleich zu GA zeigte δ-13’-COOH eine effektivere Hemmung der COX2-Aktivität, aber eine 
geringere Hemmung der 5-LO-Aktivität. 
CIFFOLILLI et al. zeigten 2015 für α-13’-OH eine antiinflammatorische Aktivität. So wurde die 
transkriptionelle Kontrolle inflammatorischer Zytokine (tumor necrosis factor α, Tnfα; Interleukin 
1β, Il1β; Il10), sowie die transkriptionelle und funktionelle Hemmung von Cox2 und iNos in 
Lipopolysaccharid (LPS)-stimulierten murinen RAW264.7-Makrophagen gezeigt.  
2.4.2 Antikanzerogene Effekte 
Antiinflammatorisch wirksamen Naturstoffen wird das Potential zur Hemmung der Krebsinitiation 
zugeschrieben (ARAVINDARAM & YANG 2010). Unter anderem können Prozesse, wie die Modulation 
der Zellproliferation oder die Apoptose beeinflusst werden, aber auch die Resistenz von 
Tumorzellen gegenüber einer antitumoralen Therapie kann reduziert werden (PARK & SURH 2017).  
Wie schon für die GA beschrieben wurde, zeigten MAZZINI et al. (2009) auch für δ-13’-COOH und 
α-13’-OH eine antiproliferative Wirkung. JANG et al. (2016) zeigten, dass die Zellvitalität von 
Kolonkrebszellen (HCT-116 und HT-29) durch δ-13’-COOH und GA reduziert wird und schlossen 
deshalb, dass die Proliferation von Krebszellen durch die untersuchten Metabolite gehemmt 
werden könnte.  
BIRRINGER et al. (2010) nutzten die semisynthetisch gewonnenen Metabolite (α-13’-OH, 
α-13’-COOH, δ-13’-OH, δ-13’-COOH) zur Aufklärung ihrer biologischen Effekte in HepG2-Zellen. 
Dabei nahm die Zahl apoptotischer Zellen unter LCM-Behandlung zu. Die 13‘-Carboxy-
chromanole induzierten Caspase-3, -7 und -9 prominent, während eine schwächere Induktion 
unter δ-13’-OH-Behandlung bzw. keine Induktion unter α-13’-OH-Behandlung sichtbar war. Ein 
sehr ähnliches Bild zeigte sich für die Induktion der Poly-ADP-Ribose-Polymerase-1 (PARP-1)-
Spaltung. Da Apoptose mit der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, 
ROS) assoziiert sein kann, wurde sowohl die intrazelluläre, als auch die intramitochondriale ROS-
Bildung untersucht, welche jeweils durch 13’-COOH induziert wurde. Das mitochondriale 
Membranpotential, das als Marker für mitochondrial bedingte Apoptose gewertet wird.  
Ein ähnliches Bild zeigte sich für δ-13’-COOH und GA in Kolonkrebszellen (JANG et al. 2016). Auch 
hier induzierten die untersuchten Metabolite die frühe und späte Apoptose, die Spaltung von 
PARP und die Expression von LC-3-II, einem Marker für Autophagie. Die Effektgröße war hierbei 
für δ-13’-COOH größer als für die GA. Es wurde in COX2-negativen Zellen außerdem getestet, ob 
die antikanzerogene Wirkung der Metabolite durch COX2 und 5-LO vermittelt wird, da die aus 
Arachidonsäure gebildeten Eicosanoide bekannt sind für eine Begünstigung der Kolonkrebs-
entwicklung. Die Induktion der Apoptose war in den COX2-negativen Zellen etwas schwächer 
ausgeprägt, daher schlussfolgerten die Autoren, dass die Effekte z.T. von COX2 unabhängig 
vermittelt werden. 
Der Phospholipidgehalt in der Zelle wird durch δ-13’-COOH und GA reguliert (JANG et al. 2016). 
Zu einem frühen Zeitpunkt (2 h) erhöhte die Behandlung mit δ-13’-COOH die Konzentration an 
Dihydroceramiden und verminderte die Konzentration der Ceramide, was sich in einer 
verminderten Aktivität (~60 % Aktivität in HCT-116 Zellen) des entsprechenden Enzyms 
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widerspiegelte (Dihydroceramiddesaturase). Nach einer Inkubationszeit von 8 - 16 h wurden 
höhere Konzentrationen an Dihydroceramiden, Dihydrosphingosinen und Ceramiden im 
Vergleich zu Kontrollzellen gemessen, aber geringere Konzentrationen an Sphingomyelin. Zu 
diesem Beobachtungszeitpunkt wurden außerdem Autophagie und Apoptose beobachtet. Durch 
eine Inhibition der Sphingosinbiosynthese (Myriocin) wurde der Effekt von δ-13’-COOH und GA 
auf die LC3-II-Expression abgeschwächt, was darauf hindeutet, dass die erhöhte Konzentration 
der Dihydroceramide und Dihydrosphingosine an der 13’-COOH-induzierten Autophagie eine 
Rolle spielen könnte. Ob die erhöhte Konzentration der Ceramide durch eine vermehrte 
Hydrolyse von Sphingomyelin durch Sphingomyelinasen (SMasen) erklärt werden könnte, wurde 
mittels spezifischen SMase-Inhibitoren getestet und bestätigt. Eine erhöhte 
Sphingomyelinkonzentration könnte somit durch eine erhöhte SMase-Aktivität zu den 
antiproliferativen Effekten der 13’-COOH beitragen. 
2.4.3 Zelluläre Lipidhomöostase 
Die zelluläre Lipidhomöostase ist ein Zusammenspiel aus vielfältigen Prozessen, wie der zellulären 
Aufnahme, Verteilung, Speicherung und des Exportes von Fettsäuren oder Sterolderivaten und 
spielt bei der Entstehung von atherosklerotischen Plaques eine wichtige Rolle (siehe 
Manuskript 5). An der Aufnahme beteiligte Proteine sind z.B. der Rezeptor CD36 (cluster of 
differentiation 36; COLLOT-TEIXEIRA et al. 2007) oder die Fettsäuretransportproteine (fatty acid 
transport proteins, FATPs; BLACK et al. 2016). Die intrazelluläre Speicherung der Fettsäuren erfolgt 
nach ihrer Veresterung zu Neutral- oder Phospholipiden in Lipidtropfen, die von 
lipidtropfenassoziierten Proteinen wie Adipophilin (adipose differentiation related protein, ADRP 
oder PLIN2) umgeben sind (WALTHER & FARESE 2012). Der Export von z.B. Cholesterol wird von 
Transportern, wie ABCA1 (Adenosine triphosphate (ATP)-binding cassette transporter A1) 
bewerkstelligt (NAGAO et al. 2011). 
WALLERT et al. untersuchten im Jahr 2014(a) den Einfluss der α-LCM auf die Schaumzellbildung 
und nutzten dafür humane THP-1-Monozyten bzw. daraus differenzierte Makrophagen. Unter 
basalen Bindungen induzierten α-13’-OH und α-13’-COOH die mRNA- (messenger ribonucleic 
acid) und Proteinexpression von CD36. Um die THP-1-Makrophagen als Modell für die 
Schaumzellbildung zu nutzen, wurden die Zellen mit oxidiertem LDL (oxLDL) inkubiert. Dies 
bewirkte eine Induktion der CD36-Proteinexpression. Wurde zeitgleich auch mit den α-LCM 
inkubiert, erhöhten die Metabolite die schon durch oxLDL induzierte CD36-Proteinexpression 
weiter. Die zelluläre Aufnahme von oxLDL, die phagozytotische Aktivität und die Akkumulation 
der Neutrallipide wurden hingegen reduziert. 
2.4.4 Interaktionen mit Pharmazeutika 
Zur Regulation der zellulären Aufnahme von Molekülen verfügt der Organismus u.a. über 
Exporter, die z.B. Medikamente wieder aus den Zellen herausschleusen können (z.B. P-
Glykoprotein, P-gp) (DEWANJEE et al. 2017). In Tumorzellen ist eine Hemmung dieser Transporter 
erwünscht, um die antitumoralen Medikamente zielgerichtet zu applizieren. Im Falle einer 
Aktivierung dieser Transporter muss unter Umständen mit einer verminderten Aufnahme von 
Medikamenten gerechnet werden. 
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PODSZUN et al. (2017) untersuchten die Wirkung von Vitamin-E-Formen und -Metaboliten (α-TOH, 
α-T3, α-13’-COOH, α-CEHC, γ-TOH, γ-T3, γ-CEHC und Plastochromanol-8) auf die P-gp-
Expression in der humanen kolorektalen Adenomkrebszelllinie LS 180. Lediglich α-13’-COOH und 
γ-T3 konnten die Expression und Aktivität von P-gp induzieren. Um einen Einblick in die 
dahinterliegende Regulation zu erhalten, führten sie einen PXR-Reportergen-Assay (pregnane X 
receptor, PXR) durch und fanden eine Aktivierung von PXR durch α-T3, α-13’-COOH und γ-T3. 
2.4.5 Regulation des Metabolismus 
In einem Tagungsbeitrag präsentierten TORQUATO et al. (2016a) die Effekte von α-13’-OH auf die 
Regulation von CYP4F2 und den nukleären Rezeptor PPARγ (peroxisome proliferator-activted 
receptor γ) in HepG2-Zellen. Dabei zeigte der Metabolit eine Induktion auf Proteinebene, die 
mindestens 1,5-fach größer war als die des α-TOH. Möglicherweise deutet sich hier ein positiver 
Rückkopplungsmechanismus des Vitamin-E-Metabolismus an. 
3 Atherogenese 
Ein Teil der untersuchten biologischen Prozesse, die durch die LCM beeinflusst werden, können 
thematisch unterschiedlichen Krankheiten zugeordnet werden. So liefert bspw. die Regulation der 
Inflammation und der zellulären Lipidhomöostase Einblicke in Prozesse, die in der Atherogenese 
eine Rolle spielen. Wie bereits im Vorwort erwähnt, wurde der Einfluss von Vitamin E auf 
kardiovaskuläre Prozesse bzw. Endpunkte vielfach in vitro und in Humaninterventionsstudien 
untersucht. Die teils widersprüchlichen Ergebnisse könnten durch den hepatischen Metabolismus 
von Vitamin E im Menschen erklärt werden, welcher in vitro (in Abhängigkeit von der 
verwendeten Zelllinie) nicht zu erwarten ist. Diese Thematik wird im Manuskript 5 aufgegriffen. 
Die Übersichtsarbeit gibt einen Überblick über die Entstehung der Atherosklerose, fasst die 
In-vivo- und In-vitro-Daten zum Einfluss des Vitamin E zusammen und liefert einen Erklärungs-
ansatz für die Diskrepanzen durch eine mögliche Beteiligung der LCM. Daher wird zur 
tiefgehenden Lektüre auf dieses Review verwiesen und an dieser Stelle lediglich kurz die 
medizinische Relevanz und wirtschaftliche Bedeutung der kardiovaskulären Erkrankungen 
dargelegt. 
Kardiovaskuläre Erkrankungen sind weltweit mit 17,9 Mio. Todesfällen (2015) die Haupttodes-
ursache (WANG et al. 2016). Abbildung 6 gibt einen Überblick über die nach Krankheitsart 
sortierten Todesfälle. In Deutschland erlagen im Jahr 2015 etwa 39 % der Verstorbenen Herz-
Kreislauf-Erkrankungen (Statistisches Bundesamt 2017). Damit liegt Deutschland im weltweiten 
Vergleich nach Angaben des Institute for Health Metrics and Evaluation (IHME) etwa im Mittelfeld 
(IHME 2016). Für die Krankenkassen entstehen in Deutschland jährlich Kosten von etwa 37 Mrd. € 
bei der Behandlung von Herz-Kreislauf-Leiden (15 % der Gesamtkosten, Krankheitsart mit den 
höchsten Behandlungskosten, Statistisches Bundesamt 2017).  
Aufgrund der hohen Anzahl an Todesfällen und der hohen Kosten für das Gesundheitswesen ist 
die Motivation hoch, eine effektive und akzeptierbare Prävention und Behandlung von 
kardiovaskulären Erkrankungen zur Verfügung zu stellen. Für dieses Vorhaben ist jedoch das 
Verständnis der zugrundeliegenden Mechanismen essentiell.  
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Abbildung 6: Haupttodesursachen im Jahr 2015.  
Angegeben ist der Rang der Todesursache basierend auf der Anzahl der Todesfälle (pro 100 000 Verstorbene) je 
Krankheitsart sortiert nach Ländern. Abbildung modifiziert nach Global Burden of Disease Compare Data Visualization 
(IHME 2016).  
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4 Ziel der Arbeit 
Das Bestreben der Forscher rund um das Thema der LCM ist die Aufklärung ihrer biologischen 
Bedeutung und physiologischen Eigenschaften. Auf zahlreichen Themengebieten 
(Kanzerogenese, Interaktion mit Pharmazeutika, Inflammation, u.a.; siehe Kapitel 2.4) wurden 
bereits Effekte beschrieben, die jeweils einen Beitrag zum Gesamtwirkbild der LCM liefern.  
 
 
Abbildung 7: Physiologische Wirkweise der LCM im Kontext der Atherosklerose.  
Verwendete Abkürzung: LCM, long-chain metabolites. 
Die vorliegende Arbeit reiht sich in die vorangegangenen Arbeiten ein und untersucht die 
Wirkung der LCM im Kontext der Atherosklerose. Im Detail wurde ihr Einfluss auf die Inflammation 
und auf die zelluläre Lipidhomöostase untersucht. Darüber hinaus legt diese Arbeit einen 
Grundstein zur Aufklärung der physiologischen Wirkweise der LCM. Durch einen systematischen 
Vergleich von Leitsubstanzen soll hierbei der Einfluss der LCM-Substrukturen auf ihre Funktion 
geprüft werden und somit ein erster Schritt zur Identifikation eines putativen Rezeptors bzw. 
zugrundeliegende Signalwege ermöglicht werden.  
20 |  ÜBERSICHT ZU DEN MANUSKRIPTEN 
5 Übersicht zu den Manuskripten 
In der vorliegenden Arbeit werden Publikationen und Manuskripte zu den LCM und eng 
verknüpften Themen dargestellt. Die Reihung der Manuskripte basiert auf mehreren Gliederungs-
ebenen. So werden zunächst die Originalarbeiten und dann die Übersichtsarbeiten vorgestellt, 
welche in sich wiederum nach dem Eigenanteil der Autorin bzw. thematisch sortiert sind. 
Nachfolgendes Fließschema ordnet die Gesamtheit der Manuskripte hingegen in eine logische 
Reihenfolge und gibt einen Überblick über ihre thematische Verknüpfung.  
 
 
Abbildung 8: Übersicht über die Manuskripte dieser Arbeit.  
Verwendete Abkürzungen: α-13’-COOH, α-13‘-Carboxychromanol; (D), im Druck; (E), eingereicht; GA, Garciniasäure; 
LCM, long-chain metabolite; M, Manuskript; (M), in Manuskriptform; (V), veröffentlicht; fett markierte Manuskripte sind 
Erstautorenschaften (*, geteilt); prozentuale Angaben sind die Eigenanteile. 
  
ÜBERSICHT ZU DEN MANUSKRIPTEN  | 21 
5.1 Manuskript 1 (im Druck) 
Structure-function relationship studies in vitro reveal  
distinct and specific effects of long-chain metabolites of vitamin E 
Schmölz L, Wallert M, Rozzino N, Cignarella A, Galli F, 
Glei M, Werz O, Koeberle A, Birringer M, Lorkowski S 
Molecular Nutrition and Food Research (2017); im Druck 
Akzeptiert am 22.08.2017 
Beitrag zum Manuskript 
− Erstellung des Konzeptes 
− Durchführung von quantitativer Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (quanti-
tative reverse transcriptase polymerase chain reaction, RTq-PCR), der Western-Blots, der 
Versuche am Durchflusszytometer und der Griess-Assays 
− Optimierung des Griess-Assays (vgl. Manuskript 2) 
− Einarbeitung und Betreuung von Nicolò Rozzino als Masterstudent (Erasmus) 
− Datenanalyse 
− Evaluierung der Daten 
− Erstellung des Manuskriptes 
Eigenanteil am Manuskript: 70 % 
 
Hauptaussagen des Manuskriptes 1 
Diese Originalarbeit untersucht systematisch den Einfluss von LCM-Substrukturen auf deren 
biologische Aktivität. So werden die Effekte der Stellvertreter für Substrukturen (Seitenkette: 
Pristansäure, Ringsystem: α-CEHC) und der LCM-Vorstufen (α-TOH und δ-TOH) mit den Effekten 
der LCM (α-13’-OH, α-13’-COOH, δ-13’-OH, δ-13’-COOH) verglichen. Dabei zeigt sich, dass die 
LCM in niedrigeren Konzentrationen deutlichere Effekte in der Regulation von iNos oder CD36 
vermitteln als die anderen Substanzen. Somit zeigen sich distinkte Effekte für die LCM, welche die 
Beteiligung spezifischer Signalwege nahelegen.   
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5.2 Manuskript 2 (veröffentlicht) 
Optimized incubation regime for nitric oxide measurements in murine 
macrophages using the Griess assay 
Schmölz L, Wallert M, Lorkowski S 
Journal of Immunological Methods (2017); 449C, 68-70 
DOI: 10.1016/j.jim.2017.06.012 
Akzeptiert am 30. Juni 2017 
Beitrag zum Manuskript 
− Erstellung des Konzeptes 
− Optimierung des Griess-Assays 
− Durchführung von Griess-Assays 
− Datenanalyse 
− Evaluierung der Daten 
− Erstellung des Manuskriptes 
Eigenanteil am Manuskript: 80 % 
 
Hauptaussagen des Manuskriptes 2 
Zur Charakterisierung von Naturstoffen bezüglich ihres antiinflammatorischen Potentials ist die 
Anwendung des Griess-Assays zur Messung von NO verbreitet. Dies ist in Zellkulturüberständen 
häufig anspruchsvoll. Daher optimiert die Arbeit das Inkubationsregime für eine effektive 
Induktion der NO-Produktion, um die antiinflammatorischen Effekte der Testsubstanzen (LCM) 
messen zu können. Dabei spielen nicht nur die adäquate Zellkultur und der zeitliche Verlauf der 
Inkubation eine Rolle, sondern insbesondere die Art der Substanzapplikation ist von 
ausschlaggebender Bedeutung. So ist eine mehrmalige Applikation der Testsubstanz (vor und 
zeitgleich zur LPS-Gabe) optimal. Diese Arbeit zeigt das Vorgehen für eine systematische 
Optimierung auf und kann von Dritten als Ausgangspunkt für eigene Optimierungsarbeiten 
genutzt werden. 
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5.3 Manuskript 3 (veröffentlicht) 
α-Tocopherol long-chain metabolite α-13’-COOH affects the 
inflammatory response of lipopolysaccharide-activated  
murine RAW264.7 macrophages 
Wallert M, Schmölz L, Glei M, Krauth V, Werz O, Birringer M, Lorkowski S 
Molecular Nutrition & Food Research (2015); 59, 1524-1534 
DOI 10.1002/mnfr.201400737 
Akzeptiert am 13. April 2015 
Beitrag zum Manuskript 
− Etablierung des NFκB-Western-Blots (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated 
B-cells, NFκB) 
− Durchführung der NFκB-Western-Blots 
− Datenanalyse 
− Evaluierung der Daten 
− Kritische Revision des Manuskriptes  
Eigenanteil am Manuskript: 20 % 
 
Hauptaussagen des Manuskriptes 3 
Diese Originalarbeit zeigt die antiinflammatorische Kapazität von α-13’-COOH in murinen, LPS-
stimulierten Makrophagen. Dafür werden mehrere pro- und antiinflammatorische Gene und 
Proteine mittels RT-qPCR und Western-Blot untersucht und auf funktioneller Ebene Mediatoren 
mittels ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) vermessen. Die LPS-induzierte iNos- und 
Cox2-Expression wird dabei sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene von α-13’-COOH 
effektiver gehemmt als durch α-TOH. Das gleiche Bild zeigt sich auch auf der funktionellen Ebene, 
so wird die NO- und Prostaglandinsynthese durch die LCM effektiver gehemmt. Daher kann 
vermutet werden, dass ein Teil der α-TOH-Effekte in vivo möglicherweise auf Effekte 
zurückzuführen sind, die durch α-LCM vermittelt werden.  
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5.4 Manuskript 4 (in Vorbereitung) 
Long-chain metabolites of vitamin E:  
interference with lipotoxicity via lipid droplet associated protein PLIN2 
Schmölz L, Schubert M, Kirschner J, Kluge S, Galli F, Birringer M, Wallert M, Lorkowski S 
Veröffentlichung geplant in BBA Molecular and Cell Biology of Lipids 
 
Beitrag zum Manuskript 
− Erstellung des Konzeptes 
− Durchführung der Zellvitalitätsmessungen, RT-qPCR, Western-Blots, 
der Versuche am Durchflusszytometer, der Transfektionsversuche 
− Datenanalyse 
− Evaluierung der Daten 
− Erstellung des Manuskriptes 
Eigenanteil am Manuskript: 50 % 
 
Hauptaussagen des Manuskriptes 4 
Diese Originalarbeit untersucht die Regulation des lipidtropfenassoziierten Proteins PLIN2 und 
der Lipotoxizität durch die LCM und stellt einen Zusammenhang zwischen beiden her. Die LCM 
induzieren die Expression von PLIN2 auf mRNA- und Proteinebene und erhöhen die Speicherung 
der Neutrallipide. Ebenso reduzieren sie die Stearinsäure (SA)-induzierte Lipotoxizität in humanen 
THP-1-Makrophagen. Durch einen Knockdown von PLIN2 mittels siRNA (small interfering RNA) 
kann der LCM-Effekt auf die Lipotoxizität verringert werden, was darauf hindeutet, dass PLIN2 an 
der LCM-vermittelten Reduktion der SA-induzierten Lipotoxizität beteiligt ist.   
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5.5 Manuskript 5 (veröffentlicht) 
Regulatory metabolites of vitamin E and their putative relevance for 
atherogenesis 
Wallert M*, Schmölz L*, Galli F, Birringer M, Lorkowski S 
Redox Biology (2014); 2:495-503 
DOI: 10.1016/j.redox.2014.02.002 
Akzeptiert am 11. Februar 2014 
Beitrag zum Manuskript 
− Erstellung des Konzeptes 
− Recherche und Evaluierung der Daten 
− Erstellung des Manuskriptes 
Eigenanteil am Manuskript: 40 % 
 
Hauptaussagen des Manuskriptes 5 
Der Übersichtsartikel legt kurz einige Grundlagen zur Atherogenese dar, um dann auf die 
Erkenntnisse zur Wirkweise des Vitamin E in der Entstehung der Atherosklerose in vitro und in vivo 
einzugehen. Dabei werden die Diskrepanzen zwischen den beiden Untersuchungsebenen und 
eine kontroverse Rolle des Vitamin E in der Atherogenese deutlich. Der Metabolismus von 
Vitamin E wird kurz dargestellt und eine Übersicht über die bisherigen Forschungsergebnisse zu 
den LCM wird gegeben. Außerdem werden folgende weiterführende Hypothesen aufgestellt: Die 
LCM wirken in geringerer Konzentration über einen von α-TOH verschiedenen Mechanismus und 
sind damit eine neue Klasse regulatorischer Metabolite, die zu physiologischen und 
pathophysiologischen Prozessen beitragen könnten und möglicherweise die Diskrepanzen 
zwischen den Ergebnissen der In-vitro- und In-vivo-Studien erklären. 
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5.6 Manuskript 6 (veröffentlicht) 
Complexity of vitamin E metabolism 
Schmölz L, Birringer M, Lorkowski S, Wallert M 
World Journal of Biological Chemistry (2016); 7(1): 14-43 
DOI: 10.4331/wjbc.v7.i1.14 
Akzeptiert am 16. Januar 2016 
Beitrag zum Manuskript 
− Erstellung des Konzeptes 
− Recherche und Evaluierung der Daten 
− Erstellung des Manuskriptes 
Eigenanteil am Manuskript: 50 % 
 
Hauptaussagen des Manuskriptes 6 
Der Übersichtsartikel fasst die aktuelle Erkenntnislage zum Metabolismus von Vitamin E 
zusammen. Dabei werden die Grundlagen, wie die Bioverfügbarkeit von Vitamin E, die intestinale 
Absorption, der vaskuläre Transport und die Bedeutung von intrazellulären Bindeproteinen 
beschrieben. Im zentralen Fokus steht aber der Metabolismus von Vitamin E in der Leber. Dieser 
wird im Detail beschrieben, wobei der enzymatische Katabolismus, die Kompartimentierung sowie 
die Ausscheidung eine wichtige Rolle spielen. Ergänzt wird das Manuskript mit Informationen zu 
genetischen Polymorphismen und metabolischen Interaktionen des Vitamin-E-Metabolismus mit 
anderen Stoffwechselwegen.  
Damit wird die Komplexität und Bedeutung des Vitamin-E-Metabolismus umfassend dargestellt 
und die Basis für weiterführende Arbeiten gelegt. Eine der zentralen Thesen des Manuskriptes ist 
bspw., dass die Analytik der langkettigen Vitamin-E-Metabolite ein besserer Parameter zur 
Bestimmung des Vitamin-E-Status ist, als die Messung des α-TOHs im Blut. Diese These muss in 
weiterführenden Studien belegt werden, deutet aber auf eine zentrale Bedeutung der 
langkettigen Vitamin-E-Metabolite hin.
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Manuskript 7 (veröffentlicht) 
Garcinoic acid: a promising bioactive natural product for better 
understanding the physiological functions of tocopherol metabolites 
Kluge S, Schubert M, Schmölz L, Birringer M, Wallert M, Lorkowski S 
Studies in Natural Products Chemistry (2016); 51:435-481 
DOI: 10.1016/B978-0-444-63932-5.00009-7 
Akzeptiert am 24.02.2016 
Beitrag zum Manuskript 
− Überarbeitung einiger Abbildungen 
− Kritische Revision des Manuskriptes 
Eigenanteil am Manuskript: 10 % 
 
Hauptaussagen des Manuskriptes 7 
Der Übersichtsartikel erläutert die Bedeutung von Naturstoffen für die Entwicklung von 
Medikamenten anhand der GA, welche aus der afrikanischen Bitternuss Garcinia kola isoliert 
werden kann. Über chemische Modifikationen können die LCM semisynthetisch aus der GA 
erzeugt werden. Darüber hinaus wird ein Konzept zur Ableitung und Übertragbarkeit biologischer 
Funktionen von Vorläuferstrukturen und Strukturähnlichen auf die Zielsubstanzen erläutert. In 
diesem Falle wird die Datenlage zur Bioaktivität von TOH, T3 und GA beschrieben und 
anschließend mit den bekannten Aspekten der Bioaktivität der LCM verglichen. Abschließend 
werden zentrale Fragen um die Bioaktivität der LCM gestellt und weiterführende Versuche zur 
Aufklärung der Fragen vorgeschlagen.  
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6 Manuskripte 
6.1 Manuskript 1 
Structure-function relationship studies in vitro 
reveal distinct and specific effects of long-
chain metabolites of vitamin E 
 
Running Title: Structure-dependent effects of vitamin E metabolites 
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Graphical Abstract  
 
Cytochrome-dependent metabolism of vitamin E initially forms long-chain metabolites (LCM) 
13’-hydroxychromanols (13’-OH) and 13’-carboxychromanols (13’-COOH). A structure-activity 
relationship study using α- and δ-tocopherol, their 13’-LCM and representatives of their 
substructures (α-carboxyethylhydroxychromanol and pristanic acid) was performed to unravel 
structural elements required for biological activity. The LCM effects depend on the presence 
of the chromanol system and the modification of the side-chain but not on the substitution 
pattern of the chromanol ring. It can be concluded that for effects the entire LCM molecule is 
needed and that the effects are specific. 
 
Abstract 
Scope: Cytochrome-dependent metabolism of vitamin E initially forms the long-chain 
metabolites (LCM) 13’-hydroxychromanols (13’-OH) and 13’-carboxychromanols (13’-COOH), 
which occur in human blood. Little is known about their biological functions.  
Material and Results: A structure-activity relationship study using α- and δ-tocopherol (TOH), 
their LCM (α-13’-OH, δ-13’-OH, α-13’-COOH and δ-13’-COOH) and representatives of their 
substructures (α-carboxyethylhydroxychromanol and pristanic acid) was performed to unravel 
critical structural elements of the LCM for biological activity. Prominent effects were mediated 
by α- and δ-LCM, as scavenger receptor cluster of differentiation 36 (CD36) expression was 
induced in human THP-1 macrophages and lipopolysaccharide- stimulated inducible nitric 
oxide synthase (iNos) expression was inhibited in murine RAW264.7 macrophages, while the 
other molecules were less or not effective. 
Conclusion: The LCM effects depend on the presence of the chromanol ring system and on 
the modification of the side-chain but not on the substitution pattern of the chromanol ring. 
Therefore, it can be concluded that for mediation of effects by LCM the entire molecule is 
needed and that the effects are specific. We propose the LCM of the micronutrient vitamin E 
as a new class of regulatory metabolites, but further studies are needed to corroborate this 
hypothesis. 
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Introduction 
 
Vitamin E was discovered in 1922 by Evans and Bishop [1]. Despite its discovery almost 100 
years ago, the physiological and molecular modes of action are still not fully unraveled. 
Vitamin E has been extensively studied in the field of redox biology [2], but its role in the 
prevention of diseases, such as atherosclerosis, is still unclear; results obtained in vivo and in 
vitro are often contradictory [3]. The principle hepatic metabolism of vitamin E is established 
and rather complex [4]. It is known that the hepatic metabolism, as shown in Figure 1, starts 
with an oxidation of the aliphatic side-chain by the cytochrome P (CYP) 450-dependent 
enzymes CYP4F2 and/or CYP3A4 [5, 6], forming the first physiological long-chain metabolites 
(LCM) 13’-hydroxychromanol (13’-OH) and 13’-carboxychromanol (13’-COOH), which also 
circulate within the blood of humans and may exert systemic effects [7-9]. Further catabolism 
of the LCM shortens the side-chain, leading to intermediate-chain metabolites (ICM) and finally 
to water soluble short-chain metabolites (SCM, carboxyethylhydroxychromanols, CEHC) [10]. 
At present, knowledge about the physiological function and importance of the LCM is limited 
[7, 8, 11-16].  
 
Some of the physiological effects known for the LCM cover two key players of atherogenesis: 
the scavenger receptor cluster of differentiation 36 (CD36), whose expression is induced by 
the α-LCM [7], and the inducible nitric oxide synthase (iNos), whose lipopolysaccharide (LPS)-
induced expression is diminished by the α-LCM [8, 11]. Both contribute to atherogenesis by 
macrophage foam cell formation [17] and via inflammatory processes.  
 
To confirm the concept of distinct and specific LCM signaling, a comprehensive study on the 
contribution of molecular substructures of the LCM (Figure 2) was conducted. Their effects on 
α-LCM target genes, namely CD36 and iNos, were analyzed. Whether the presence of the 
chromanol ring system (approach I.a) is important, was tested using pristanic acid (PrAc), a 
branched-chain fatty acid with the same length as the side-chain of the LCM. The impact of 
the substitution of the chromanol ring system (approach I.b) was tested by using α- and δ-TOH 
and the respective α- and δ-LCM (i.e. α- and δ-13’-OH, and α- and δ-13’-COOH). The 
relevance of the side-chain (approach II.a) was evaluated through α-CEHC, the chain-
shortened end-product of vitamin E catabolism. The influence of the side-chain modification 
(approach II.b) was assessed by comparing the effects of the precursors and the different LCM 
(TOH vs. 13’-OH vs. 13’-COOH). A similar approach has been conducted previously with 
vitamin E succinate to unravel structure-activity relationships [18]. 
 
 
 
1 Materials and Methods 
 
Chemicals  
If not indicated otherwise, chemicals were purchased from Carl Roth (Karlsruhe, Germany), 
Sigma-Aldrich (Seelze, Germany), Fisher Scientific (Schwerte, Germany) or Merck Millipore 
(Darmstadt, Germany).  
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Cell culture 
Human THP-1 monocytes and macrophages 
THP-1 monocytes (ATCC, Manassas, VA), cultivated in RPMI-1640 supplemented with 10% 
(v/v) FBS and 0.1 mg/mL penicillin/streptomycin/L-glutamine [19], were differentiated into 
macrophages using 100 ng/mL phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) and 50 µM β-
mercaptoethanol [20]. Macrophages were incubated as indicated in the figures and harvested 
as described below. 
 
Murine RAW264.7 macrophages 
RAW264.7 macrophages (ATCC) were cultivated in DMEM high-glucose (4.5 g/l) medium 
supplemented with 10% (v/v) FBS and 0.1 mg/mL penicillin/streptomycin/L-glutamine mixture 
and splitting was performed as described earlier [11]. Cells were incubated as indicated in the 
figures and harvested as described below. 
 
Cytotoxicity and concentrations for cell culture studies 
Cytotoxicity of LCM was assessed by sulforhodamine B assay as described earlier [7]. No 
detectable cytotoxicity was mediated by α-TOH, α-13’-OH, δ-TOH and δ-13’-OH up to 100 µM 
in THP-1 macrophages. The EC50 value for α-13’-COOH was 7.4 ± 1.5 µM [11] and 
11.1 ± 4.0 µM for δ-13’-COOH. The concentration of the compounds was determined in pure 
ethanol via absorption. Wavelengths and attenuation coefficients used were 292 nm and 
ε = 3060 for α-13’-OH and α-13’-COOH, and 298 nm and ε = 3648 for δ-13’-OH and 
δ-13’-COOH.  
 
RNA isolation and cDNA synthesis 
Total RNA was isolated using Qiagen RNeasy Mini kit (Hilden, Germany) as described [21]. 
cDNA synthesis was performed using Revert Aid First strand cDNA synthesis kit (Fermentas, 
St. Leon-Rot, Germany) and 500 ng/µL oligo-dT primers as described [22]. 
 
Quantitative real-time RT-PCR (RT-qPCR) 
RT-qPCR was run on a LightCycler 480 instrument (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) 
using Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (Thermo Scientific) as described [22]. Primers 
(CD36, RPL37A, iNos, Ppib, Supplementary Table S1) were purchased from Invitrogen 
(Karlsruhe, Germany). PCR results were analyzed using the LightCycler software version 
1.5.0.39.  
 
Flow cytometry 
After incubation cells were detached with Accutase I solution and analyzed using an Attune 
NxT Flow Cytometer. Anti-human FITC-labeled CD36 antibody (Beckman Coulter, Krefeld, 
Germany) was added at a final concentration of 5 μg/mL for 30 min at 4 °C. Data were 
analyzed with Attune NxT Flow Cytometer software version 2.2.0.8543. 
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Immunoblotting 
Cells were harvested using a non-denaturing buffer and processed for Western blotting. 
Proteins were separated by SDS-PAGE and transferred to PVDF membrane (VWR, 
Darmstadt, Germany). Primary antibody against iNos (mouse anti-iNos clone 6, 1:2000) and 
against α-tubulin (mouse anti-α-tubulin clone B-5-1-2, 1:5000) were from BD Biosciences 
(Heidelberg, Germany) and Sigma-Aldrich, respectively. Secondary antibodies (rabbit anti-
mouse labeled with horseradish peroxidase, 1:5000) from DAKO (Hamburg, Germany) were 
used. SignalBoostTM Immunreaction Enhancer Kit (Calbiochem, Darmstadt, Germany) was 
used for iNos.  
 
Nitric oxide detection via Griess assay 
RAW264.7 macrophages were incubated with test compounds for 4 h followed by another 20 h 
combined incubation with 100 ng/mL LPS as described earlier [23]. Supernatants were 
transferred to a 96-well plate, mixed with water and Griess reagent and incubated in the dark 
for 30 min. Nitrite concentration was measured at 544 nm with a FLUOstar omega microplate 
reader (BMG Labtech, Ortenberg, Germany). Analyses were performed using MARS data 
analysis software version 2.41. The calculation was referred to a standard dilution row of 
NaNO2. 
 
Isolation of garcinoic acid and semisynthesis of α- and δ-LCM 
Garcinia kola seeds were a gift from AnalytiCon Discovery (Potsdam, Germany). Isolation of 
garcinoic acid from the African bitter nut Garcinia kola and syntheses of the LCM were 
performed as described [12, 24] and visualized in Supplemental Figure S1. Purity of all LCM 
was higher than 95%, as confirmed by HPLC-MS. 
 
Statistics 
Data are presented either as means ± standard deviation or as means ± standard error of the 
mean (SEM) of independent experiments as indicated. To test for statistical significance, 
paired Student’s t-tests were performed using Microsoft Excel 2010 for data shown in 
Figures 3 and 5. The statistical evaluation of the data shown in Figure 4 was performed in R 
using a multiple pairwise t-test with Holm adjustment. For this, the data for each functional 
level (mRNA, protein and nitric oxide release) were tested within the α-forms and δ-forms. 
 
 
 
2 Results 
 
While there is convincing evidence for the systemic availability of the SCM of vitamin E in 
humans [25, 26], there was a lack of studies to demonstrate this for the LCM. Our group first 
measured α-13’-OH [8] and α-13’-COOH [7] in serum of volunteers using an unbiased LC-
MS/MS method [9]. The serum concentrations of these LCM were recently reported to be about 
1.2 nM and 0.8 nM at baseline and 2.4 nM and 8 nM after one week of supplementation with 
1000 IU RRR-α-TOH, respectively [9]. This provided evidence for the systemic availability of 
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the LCM and for the possibility to markedly influence circulating and possibly tissue levels of 
these metabolites by the intake of the vitamin precursor.  
 
Expression of CD36 in THP-1 macrophages is induced by the LCM but not by α-CEHC or PrAc 
To evaluate the potential of α- and δ-LCM to prevent foam cell formation we used THP-1 
macrophages incubated with α- or δ-TOH (100 µM) or their respective α- or δ-LCM (α- or 
δ-13’-OH: 10 µM; α- or δ-13’-COOH: 5 µM), PrAc (5 and 10 µM) or α-CEHC (5 and 10 µM). α- 
and δ-TOH modified CD36 expression neither on mRNA nor protein level (Figure 3A-D). In 
contrast, the α-LCM induced the expression of CD36 by 2.5-fold and 3.6-fold (p < 0.01) on 
mRNA and by 0.11-fold and 0.29-fold (p < 0.05) on protein level for α-13’-OH and α-13’-COOH, 
respectively, as compared to unstimulated control. Similarly, the δ-LCM induced expression of 
CD36 by 6.6-fold and 4.3-fold (p < 0.01) on mRNA and by 0.34-fold and 0.29-fold (p < 0.05) 
on protein level for δ-13’-OH and δ-13’-COOH, respectively. α-CEHC and PrAc had no effect 
on CD36 expression at any concentration tested (Figure 3E-H). 
 
Lipopolysaccharide-induced iNos expression and nitric oxide formation in RAW264.7 
macrophages are reduced by the LCM 
RAW264.7 macrophages were incubated with 20 µM α- or δ-TOH (optimized concentration 
suitable for Griess assay [11]), 10 µM α- or δ-13’-OH, or 5 µM α- or δ-13’-COOH for 4 h prior 
to co-incubation with 100 ng/mL lipopolysaccharide (LPS) and the respective compound as 
described recently to be the optimal set-up [23]. In all experiments, the incubation of cells with 
LPS resulted in a significant increase of iNos mRNA or protein expression and nitric oxide 
release (p < 0.001, Figure 4). While α-TOH did not influence the LPS-induced expression of 
iNos, the release of nitric oxide was slightly induced by 14% (Figure 4A-C). α-13’-OH 
(Figure 4G-I) inhibited the LPS-induced iNos expression on the mRNA level (29% inhibition, 
p < 0.01, Figure 4G) and the protein level (40% inhibition, p < 0.05, Figure 4H). Accordingly, 
α-13’-OH blocked the release of nitric oxide by 56% (p < 0.001, Figure 4I). Even more 
pronounced effects were observed when α-13’-COOH (Figure 4M-O) was used. An inhibition 
of the LPS-induced iNos mRNA expression of 97% (p < 0.001, Figure 4M) and a full block of 
protein expression (p < 0.001, Figure 4N) in parallel to an inhibition of nitric oxide release of 
78% (p < 0.001, Figure 4O) were measured following α-13’-COOH treatment. 
 
The δ-forms revealed the same effects, except for δ-TOH (Figure 4D-F), which also inhibited 
the LPS-induced effects on all levels tested (by 36% to 60%, p < 0.05 at least, Figure 4D-F). 
Again, the effect increased from δ-TOH over δ-13’-OH (Figure 4J-L) to δ-13’-COOH 
(Figure 4P-R), as the LPS-induced effects were inhibited by δ-13’-OH by 49% to 67% 
(p < 0.001, Figure 4J-L). δ-13’-COOH was the most potent δ-form (Figure 4P-R) and reduced 
the LPS-induced effects by 52% to 91% (p < 0.001). 
 
PrAc and α-CEHC affect LPS-induced iNos expression and nitric oxide production in 
RAW264.7 macrophages 
To reflect the concentrations tested in the aforementioned experiments, 5 µM or 10 µM PrAc 
(Figure 5Α-C) and α-CEHC (Figure 5D-F) were used, and analyses on mRNA (Figure 5A and 
5D) and protein level (Figure 5B and 5E) or nitric oxide release (Figure 5C and 5F) were 
performed. In all experiments, the LPS stimulus resulted in a significant induction of iNos 
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expression and nitric oxide release (at least p < 0.01). Pristanic acid significantly inhibited the 
LPS-induced expression of iNos in a concentration-dependent manner on the mRNA and 
protein level (20% to 64%, p < 0.05 at least; Figures 5A and 5B). Furthermore, PrAc reduced 
the LPS-induced release of nitric oxide by 33% to 49% (p < 0.05 at least; Figure 5C). The SCM 
α-CEHC had no effect on the LPS-induced expression of iNos mRNA (Figure 5D), whereas 
expression of iNos protein and LPS-induced release of nitric oxide was significantly induced 
at both concentrations used (19% to 47%, p < 0.05; Figures 5E and 5F). 
 
 
 
3 Discussion and Conclusions 
 
Research on the molecular mechanisms of vitamin E, even in the context of atherosclerosis, 
has gone out of fashion and abandoned by the funding strategies of institutional and private 
organizations; that was the consequence of the absence of evidence on clinical endpoints 
assessed in large randomized trials carried out in the last two decades (reviewed in [27]). In 
this context, a renewed interest in this vitamin emerged from the investigation of its 
metabolites, and particularly the LCM, that some of us first synthesized from the plant analogue 
garcinoic acid and characterized as bioactive molecules in vitro [28]. Since then, we and other 
groups confirmed such biological properties of the LCM in a series of in vitro and in vivo studies 
(reviewed in [4]). To shed new light on this topic, we focused on the physiological hepatic 
metabolites of TOH, the LCM 13’-OH and 13’-COOH (see Figure 1 for details).  
 
To get deeper insights into the molecular details, we conducted a comparative study on the 
contribution of substructures of the LCM molecule to their regulatory effects. We compared the 
effects of the precursor α-TOH and δ-TOH and their respective LCM (α-13’-OH, α-13’-COOH, 
δ-13’-OH, δ-13’-COOH) with compounds representing either the chromanol ring system (i.e. 
α-CEHC) or the oxidized aliphatic side-chain (i.e. PrAc; see Figure 2 for details).  
 
We concentrated on two proteins, whose expression has been previously shown to be 
regulated by the α-LCM, i.e. the scavenger receptor CD36 [17] and the inflammatory enzyme 
iNos [29]. To the best of our knowledge, this is the first study to describe the regulatory effects 
of the δ-LCM on CD36 expression, iNos expression and nitric oxide release. Further on, a 
systematic comparison of the effects of α- to δ-LCM has not been described.  
 
For our studies, we used cells that are unable to metabolize vitamin E (unpublished results), 
namely human THP-1 and murine RAW264.7 macrophages. In order to be close to the human 
system, we used human THP-1 macrophages for studies related to cellular lipid homeostasis. 
As these cells are no appropriate model to study the inflammatory action of iNOS due to a lack 
of the functional protein [30], we used murine RAW264.7 macrophages, which are a more 
suitable model for studying the anti-inflammatory potential of test compounds [31]. 
 
In the present study, α-TOH and δ-TOH did not regulate the expression of CD36 (Figure 3), 
but their respective LCM clearly induced CD36 mRNA and protein expression, even at lower 
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concentrations than those of their precursor (13’-COOH and 13’-OH (5 to 10 µM) vs. TOH 
(100 µM)). To our knowledge, there is no information available about the regulatory capacity 
of δ-TOH regarding CD36 expression. In contrast, the results for α-TOH vary, depending on 
the experimental design, ranging between no significant effects [2, 32-34] and inhibitory effects 
[7, 35-38]. In two studies [7, 38], which are comparable to our studies, a clear and significant 
downregulation of CD36 mRNA expression was seen under α-TOH treatment. Comparing the 
effect sizes, it must be admitted that the regulation in this study is comparable to the 
aforementioned, but the statistical test revealed no significance. Therefore, we conclude that 
the effects for α-TOH in our study on CD36 expression are in line with results from previous 
studies. Wallert et al. [7] focused on the effects of the α-LCM on CD36 expression and 
described results comparable to the ones presented here. Although the LCM-mediated 
increase in CD36 in macrophages suggests an augmented foam cell formation, the authors 
found a reduced uptake of oxLDL likely due to reduced phagocytosis. However, the δ-LCM 
have not been studied in this context thus far. Interestingly, the effects mediated by the δ-LCM 
are comparable to those of the α-LCM. 
 
The molecules representing substructures of the LCM, α-CEHC and PrAc, failed to regulate 
CD36 expression in the concentration range tested. Their influence on CD36 expression has 
not been described yet. Our results clearly show that neither the precursors nor the molecules 
representing substructures of the LCM share the effects of the LCM. 
 
While α-TOH regulated neither iNos expression nor nitric oxide release, δ-TOH inhibited the 
LPS-mediated induction (Figure 4). The same holds true for all α- and δ-LCM. Interestingly, α- 
and δ-13’-COOH were generally more efficient than α- and δ-13’-OH, even at lower 
concentrations. In the literature, the regulation of iNos protein expression after LPS challenge 
by α-TOH in murine macrophages has been investigated in several studies, and the outcome 
varied between no effects [8, 11, 39, 40] and inhibitory effects [41, 42]. The latter reported a 
moderate inhibitory effect of about 25% on the LPS-induced expression of iNos by α-TOH, in 
a concentration range, which is comparable to our study. Furthermore, an approximate 30% 
reduction of the LPS-induced nitric oxide release by α-TOH has been shown [40, 41], whereas 
other studies found no effect [8, 11, 39, 42-44]. These discrepancies may occur due to 
differences in the experimental setup. However, the effects of TOH are more inconsistent than 
for the LCM and in all cases the effects of TOH were significantly smaller than those of the 
LCM, even at remarkably higher concentrations. 
 
The effects of δ-TOH on the LPS-induced expression of iNos and the release of nitric oxide 
are unknown. However, studies on prostaglandin (PG)E2 release or COX-2 expression in LPS-
stimulated cells showed that non-α-TOH forms exert effects in a distinct and more effective 
manner than α-TOH [13, 45]. The findings on α- and δ-TOH in our study are in line with these 
findings. 
 
The knowledge about biological effects of the LCM is limited, however, two previous studies 
conducted by our group found that α-13’-OH [8] and α-13’-COOH [11] efficiently block the LPS-
induced expression of iNos and the release of nitric oxide, which represents our results shown 
here. To the best of our knowledge, nothing is known about the regulatory effects of the δ-LCM 
in this context. We are therefore the first to describe the inhibitory potential of δ-LCM on the 
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LPS-induced expression of iNos or the release of nitric oxide. Jiang et al. found a reduced 
COX-2 activity by δ-9’-COOH and δ-13’-COOH in cells pre-incubated with arachidonic acid 
[13]. Taken together, we confirm an anti-inflammatory potential of δ-LCM that surely deserves 
further investigation. 
 
α-CEHC and PrAc showed opposing effects on the expression of iNos and the release of nitric 
oxide (Figure 5). While PrAc inhibited the LPS-induced effects in all parameters tested, α-
CEHC increased the LPS-induced expression of iNos protein and the release of nitric oxide. 
The only study analyzing the regulatory effects of α-CEHC on iNos expression and nitric oxide 
release reported an inhibition at both levels in EOC-20 cells [44]. However, the results cannot 
be compared directly, as the resident murine microglial EOC-20 macrophages may react 
different than the murine leukemia RAW264.7 macrophages. Furthermore, the concentrations 
used were much higher (20 to 100 µM) as compared to those used in our study.  
 
PrAc is a branched-chain fatty acid and its effects on the LPS-induced expression of iNos have 
not been studied thus far; however, it is known that its metabolic precursor phytanic acid 
induces iNos expression at 100 µM in vascular smooth muscle cells [46]. The effects of PrAc 
remained speculative. Although we showed that PrAc significantly reduced iNos expression 
and nitric oxide formation, the effects were smaller than that of the structurally related LCM. 
 
The concentration, and also the mode of application, of our compounds at the site of action 
needs to be evaluated critically. First, the concentration used for the TOHs (100 µM or 20 µM) 
is supra-physiological but comparable to already published studies [36-38, 47, 48]. Pre-tests 
using lower concentrations revealed no significant regulation of CD36 in our hands. Second, 
the mode of application has not been evaluated. The dissolution of our compounds in DMSO 
and cell culture medium is far off from being physiological. Further studies are required to 
better mirror physiological conditions. Third, the intracellular bioavailability of the LCM depends 
on the efficiency of their uptake. Preliminary data of our group indicate an efficient uptake of 
the α-LCM in the absence of serum and within the incubation times used in our study; the other 
LCM have not yet been studied. In future studies, we must investigate which concentrations 
and modes of application match the physiological situation. 
 
Structure-activity relationships, similar to the experiments reported here, have been performed 
using tocopheryl succinate [18, 49], and other synthetic forms of vitamin E [50] assessed as 
anti-cancer agents, which led to the conclusion that the substructures of tocopherol (chromanol 
ring system, hydroxyl group at the ring system and the side-chain) exhibit different biological 
activities (signaling, antioxidant and membrane docking domain, respectively) [49]. In line with 
these results for TOH, we conclude here that the full structure of the LCM, consisting of a 
chromanol ring system (almost independent of its methylation pattern (α- or δ-LCM)), an 
aliphatic side-chain, and an oxidative modification (the terminal hydroxyl- or carboxyl-groups) 
are required to exert the distinct effects of the LCM. Although some substructure-representing 
compounds regulate the effects in a similar fashion as the LCM, the concentrations required 
were significantly higher or the efficiencies were significantly smaller. 
 
Overall, our findings presented here allow the conclusion that the LCM exert specific and 
distinct effects. These are mediated by the interaction with molecular targets that require the 
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full LCM molecule to occur, thus suggesting the presence of a receptor or a specific signaling 
pathway of the LCM. Based on the data available there is increasing evidence that the LCM 
comprise an interesting new class of regulatory metabolites of vitamin E. Further studies are 
required to prove this hypothesis and to unravel the physiological importance of the LCM. 
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Figures 
 
 
Figure 1 
Schematic overview of the hepatic metabolism of vitamin E 
The coordinated metabolism of vitamin E is an effective physiological pathway to protect 
tissues against excessive accumulation of particularly non-α-tocopherol (TOH) forms [4]. 
Initially, one cycle of CYP4F2/CYP3A4-dependent ω-hydroxylation (I.) forms the first 
physiological long-chain metabolite (LCM) 13’-OH. A subsequent ω-oxidation (II.) leads to 13’-
COOH, which is followed by five cycles of subsequent β-oxidation (III.), forming the hydrophilic 
end-product carboxyethylhydroxychromanol (CEHC, short-chain metabolite (SCM)).  
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Figure 2 
Schematic overview of the relevant structures used to unravel the structure-function 
relationships of the long-chain metabolites of vitamin E 
The relevance of several structural features of the LCM, such as the modified side-chain and 
the substitution of the chromanol ring was tested using α- and δ-LCM (α-13’-OH, α-13’-COOH, 
δ-13’-OH, δ-13’-COOH) as well as their metabolic precursors α-TOH and δ-TOH. Their 
influence on the expression of CD36 and iNos was analyzed and compared to the effects of 
PrAc (similar to the side-chain of the LCM) and α-CEHC (representative of the chromanol ring 
system). 
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Figure 3 
Expression of CD36 in human THP-1 macrophages is induced by LCM but not by α-
CEHC or PrAc 
Human THP-1 monocytes were differentiated and incubated for 24 h with α-TOH (100 µM) , 
α-13’-OH (10 µM) or α-13’-COOH (5 µM) (A) and (B), δ-TOH (100 µM), δ-13’-OH (10 µM) or 
δ-13’-COOH (5 µM) (C) and (D), PrAc (5 µM or 10 µM) (E) and (F), and α-CEHC (5 µM or 10 
µM) (G) and (H) for RT-qPCR analyses (A), (C), (E) and (G) or flow cytometric analyses (B), 
(D), (F) and (H). Expression of CD36 was not regulated by α-TOH neither on the mRNA (A) 
nor on the protein (B) level, whereas α-13’-OH induced CD36 mRNA to 350% (SEM min 14%, 
SEM max 15%) and protein to 111% ± 6%. α-13’-COOH induced CD36 mRNA levels to 462% 
(SEM min 34%, SEM max 37%) and protein to 129% ± 7%. δ-TOH did not affect CD36 
expression on the mRNA (C) or the protein (D) level. The LCM δ-13’-OH induced CD36 mRNA 
expression to 757% (SEM min 70%, SEM max 77%) and protein expression to 134% ± 12%, 
while δ-13’-COOH induced CD36 on the mRNA level by 532% (SEM min 33%, SEM max 36%) 
and on the protein level to 129% ± 13%. Neither PrAc nor α-CEHC were able to regulate CD36 
expression at the concentrations tested. (A), (C), (E) and (G) mRNA expression levels were 
normalized to RPL37A mRNA expression. Expression of RPL37A remained unchanged under 
all treatments (not shown). Error bars display calculated maximum and minimum expression 
levels of mean expression levels of three independent biological experiments each measured 
once. (B), (D), (F) and H) Error bars display calculated maximum and minimum expression 
levels of four independent biological experiments each measured once. *, p < 0.05; **, p < 0.01 
(vs. control). 
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Figure 4 
LPS-induced iNos expression and nitric oxide production is diminished by the LCM in 
RAW264.7 macrophages 
Murine RAW264.7 macrophages were pre-incubated with α-TOH (20 µM) (A), (B) and (C), or 
δ-TOH (20 µM) (D), (E) and (F), or α-13’-OH (10 µM) (G), (H) and (I), or δ-13’-OH (10 µM) (J), 
(K) and (L), or α-13’-COOH (5 µM) (M), (N) and (O), or δ-13’-COOH (5 µM) (P), (Q) and (R) 
for 4 h followed by co-incubation of 100 ng/mL LPS and the respective compounds for further 
20 h. Expression of iNos mRNA was analyzed by RT-qPCR (A), (D), (G), (J), (M) and (P), iNos 
protein levels were quantified by Western blotting (B), (E), (H), (K), (N) and (Q), and iNos 
activity was studied by measuring nitric oxide via Griess assay (C), (F), (I), (L), (O) and (R). 
The bars in each subfigure represent from left to right the unstimulated control, the respective 
compound alone, LPS and co-incubation of the respective compound and LPS. The LPS-
stimulated samples were defined as 1, and changes of all other samples were referred to the 
LPS-stimulated control. Neither LPS-induced expression of iNos mRNA (A) nor protein (B) 
was influenced by α-TOH, while nitric oxide production was slightly induced by 14% ± 9% (C). 
δ-TOH reduced LPS-induced iNos expression significantly to 40% (SEM min 6%, SEM max 
8%) on the mRNA level (D) and to 52% ± 24% on the protein level (E) and inhibited LPS-
induced nitric oxide production to 64% ± 11% (F). The α- and δ-LCM also reduced the LPS-
induced expression of iNos and the production of nitric oxide significantly. α-13’-OH caused a 
significant reduction of LPS-induced expression of iNos to 71% (SEM min 8%, SEM max 9%) 
on the mRNA level (G), to 60% ± 25% on the protein level (H) and nitric oxide production to 
44% ± 6% (I). In line with the findings for α-13’-OH, LPS-induced expression of iNos was also 
significantly diminished by δ-13’-OH to 13% (SEM min 4%, SEM max 5%) on the mRNA level 
(J) and to 47% ± 21% on the protein level (K), and nitric oxide production was reduced to 51% 
± 2% (L). α-13’-COOH significantly reduced the LPS-induced expression of iNos to 3% (SEM 
min 2%, SEM max 10%) on the mRNA level (M) and blocked it completely to 0% on the protein 
level (N), and nitric oxide production was inhibited to 12% ± 2% (O). LPS-induced expression 
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of iNos was reduced significantly by δ-13’-COOH to 9% (SEM min 5%, SEM max 12%) on the 
mRNA level (P) and to 44% ± 6% on the protein level (Q), and nitric oxide production was 
attenuated down to 21% ± 6% (R). (A), (D), (G), (J), (M), and (P): iNos mRNA expression 
levels were normalized to Ppib mRNA expression. Expression of Ppib changed during LPS 
treatment, but optical inspection of the cells under the light microscope and also the yield of 
extracted RNA was not influenced. However, the slight changes in the expression of the 
reference gene did not affect the principal findings. Error bars display calculated maximum and 
minimum expression levels of four independent biological experiments each measured once 
(A), (D), (M), and (P) or twice (G) and (J). (B), (E), (H), (K), (N) and (Q): iNos protein expression 
levels were normalized to α-tubulin expression, which remained unchanged under all 
conditions (only representative blots are shown). Images of Western blot analyses are shown 
that represent typical results. Mean expression levels of four (B), (E), (H) and (K) or five (N) 
and (Q) independent biological experiments each measured once are shown. (C), (F), (I), (L), 
(O) and (R): Formation of nitric oxide was measured using Griess assay. Mean levels of three 
independent biological experiments are shown. Different characters indicate statistically valid 
differences between values.  
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Figure 5 
Lipopolysaccharide-induced iNos expression and nitric oxide production is induced by 
α-CEHC but reduced by PrAc in RAW264.7 macrophages 
Murine RAW264.7 macrophages were pre-incubated with PrAc (5 µM or 10 µM) (A), (B) and 
(C) or with α-CEHC (5 µM or 10 µM) (D), (E) and (F) for 4 h followed by a co-incubation of 100 
ng/mL LPS and the respective compounds for further 20 h. Expression of iNos mRNA was 
analyzed by RT-qPCR (A) and (D), iNos protein levels were quantified by Western blotting (B) 
and (E), and iNOS activity was studies by measuring nitric oxide via Griess assay (C) and (F). 
The histogram bars in each panel represent from left to right: the unstimulated control, 
incubation with the respective compound in 5 µM and 10 µM, LPS stimulation alone and co-
incubation of the respective compound and LPS. For all experiments, the LPS-stimulated 
sample was defined as 1. Changes of all other samples were referred to the LPS-stimulated 
control. The LPS-induced expression of iNos was significantly reduced by PrAc to 80% (SEM 
min 6%, SEM max 7%) at 5 µM or 36% (SEM min 8%, SEM max 10%) at 10 µM on the mRNA 
level (A), and to 78% ± 14% for 5 µM and to 55% ± 19% for 10 µM on the protein level (B), 
and nitric oxide production was diminished to 67% ± 31% for 5 µM and to 51% ± 11% for 10 
µM (C). The SCM α-CEHC showed no significant effect on LPS-induced iNos mRNA 
expression (D), but iNos protein expression was significantly induced to 119% ± 12% for 5 µM 
and to 142% ± 33% for 10 µM (E); LPS-induced nitric oxide production was significantly 
augmented at 10 µM to 147% ± 39% (F). (A) and (D): iNos mRNA expression levels were 
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normalized to Ppib mRNA expression. Expression of Ppib changed slightly during LPS 
treatment; however, optical inspection of the cells under the light microscope and also the yield 
of extracted RNA were not influenced obviously. The observed changes in the expression of 
the reference gene did not affect the principal findings. Error bars display calculated maximum 
and minimum expression levels of four independent biological experiments each measured 
once (D) or twice (A). (B) and (E): iNos protein expression levels were normalized to α-tubulin 
expression, which remained unchanged under all conditions. Representative images of the 
Western blots for densitometry quantification are shown. Mean expression levels of five 
independent biological experiments each measured once are shown (N) and (Q). (C) and (F): 
Release of nitric oxide was measured using Griess assay. Mean expression levels of six 
independent biological experiments are given. **, p < 0.01, ***, p < 0.001 (vs. control); $, p < 
0.05, $$, p < 0.01, (vs. LPS treatment).  
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Figure S1 
Isolation of garcinoic acid and semi-synthesis of α- and δ-LCM 
The African bitter nut Garcinia kola was used to obtain pure garcinoic acid (δ-tocotrienoloic 
acid). Isolation of garcinoic acid and syntheses of the LCM were performed as described [12, 
19].
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Graphical abstract 
      
 
 
 
Abstract 
The long-chain metabolites of vitamin E (LCM) emerge as a new class of regulatory 
metabolites and have been considered as the active compounds formed during vitamin E 
metabolism. The bioactivity of the LCM is comparable to the already established role of other 
fat-soluble vitamins. The biological modes of action of the LCM are far from being unraveled, 
but first insights pointed to distinct effects and suggested a specific receptor, which in turn lead 
to the aforementioned hypothesis. Here, a new facet on the interaction of LCM with foam cell 
formation of THP-1 macrophages is presented. We found a reduced mRNA and protein 
expression of lipid droplet associated protein PLIN2 by α-tocopherol (α-TOH), whereas the 
LCM and the saturated fatty acid, stearic acid increased expression levels of PLIN2. In a 
lipotoxic setup (0 to 800 µM stearic acid and 0 to 100 µM α-TOH or 0 to 2.5 µM α-13’-COOH) 
differences in cellular viability were found. A reduced viability was observed for cells under co-
treatment of α-TOH and stearic acid, whereas an increased viability for stearic acid incubation 
in combination with α-13’-COOH was measured. The striking similarity of PLIN2 expression 
levels and impaired or improved lipotoxicity, respectively, revealed a protective effect of PLIN2 
on basal stearic acid-induced lipotoxic conditions in PLIN2 knockdown experiments. Based on 
our results, we conclude that α-13’-COOH protects cells from lipotoxicity at least partly via 
PLIN2 regulation.  
Herewith another facet of LCM functionality was presented and their reputation as regulatory 
metabolites was further enhanced. 
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Introduction 
 
Recently, a new perspective on vitamin E and its metabolism was postulated [1]. The 
metabolites, which are formed during hepatic degradation of tocopherols and tocotrienols, 
were thought to be just products of vitamin E excess. However, nowadays a change of this 
paradigm suggests that in particular the long-chain metabolites (LCM), the first metabolites 
occurring in vitamin E metabolism, may be the activated and thereby functional molecules in 
the family of vitamin E derivatives. This concept is attractive, as it has already been accepted 
for other fat soluble vitamins, such as vitamin A or D [2,3]. 
 
Vitamin E is a collective term summarizing eight highly similar structures, all of which consist 
of a chromanol ring-system and an aliphatic side-chain. However, the different forms of 
vitamin E differ in the saturation of their side-chain, leading to the saturated tocopherols (TOH) 
and the unsaturated tocotrienols (T3). The methylation pattern of the chromanol ring-system 
determines the α-, β-, γ- or δ-forms. The hepatic metabolism of vitamin E is principally 
independent of these features, whereas its efficiency highly depends on the type of methylation 
(α-TOH is the form with the lowest catabolic rate [4]). In more detail, an oxidative modification 
of the side-chain via cytochrome P450-dependent enzymes (CYP4F2/CYP3A4) leads to the 
formation of the LCM, which are in the case of α-TOH, α-13’-hydroxychromanol (α-13’-OH) 
and α-13’-carboxychromanol (α-13’-COOH). A more detailed overview is provided in a recent 
review [4]. 
 
The biological action of the LCM is far from being unraveled. However, several comprehensive 
studies have been published over the last years, mainly covering the topics of interaction of 
LCM with inflammation [5-9], cancer [10,11], handling of pharmaceuticals [12], and 
macrophage foam cell formation [13], which is a hallmark in the progression of atherosclerosis. 
In brief, macrophages within the arterial wall are loaded with lipids, mainly originating from 
oxidized lipoprotein particles (e.g., low density lipoproteins (LDL); for more details, the reader 
is referred to [14]). These lipids can be stored in so-called cytosolic lipid droplets. Through the 
light microscope, a cell filled with lipid droplets appears to be foamy, which was eponymous 
for the foam cells. The lipid droplets are organelles composed of a phospholipid monolayer, a 
lipid core containing triglycerides and sterol esters, as well as proteins, which are integrated in 
the phospholipid monolayer [15]. One of these proteins is PLIN2 (formerly adipophilin or 
adipose differentiation related protein (ADRP)), which was first identified by Jiang et al. in 1992 
[16,17]. 
 
When the lipid loading capacity of cells is exceeded, a mechanism called lipotoxicity is induced 
[18]. The resulting impaired cellular signaling as well as mitochondrial and ER dysfunction may 
lead to cell death [19], which in the case of atherogenesis causes the formation of the necrotic 
lipid core of atherosclerotic plaques. In the initial phase of lipotoxicity, the storage of lipids in 
lipid droplets is protective as free fatty acids are esterified to triglycerides and are thus removed 
from active signaling [18,20]. 
 
To get a deeper insight into the biological actions of the LCM, we focused on the regulatory 
effects of α-13’-COOH on the expression of PLIN2, its interference with stearic acid-induced 
lipotoxicity and the possible connections between both mechanisms.  
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Materials and Methods 
 
Chemicals  
If not indicated otherwise, chemicals were purchased from Carl Roth (Karlsruhe, Germany), 
Sigma-Aldrich (Seelze, Germany), Fisher Scientific (Schwerte, Germany), or Merck Millipore 
(Darmstadt, Germany).  
 
Cell culture 
THP-1 monocytes (ATCC, Manassas, VA), cultivated in RPMI 1640 supplemented with 10% 
(v/v) FBS and 0.1 mg/ml penicillin/streptomycin/L-glutamine [21] were differentiated into 
macrophages using 100 ng/ml phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) and 50 µM β-
mercaptoethanol [22]. After 96 h, macrophages were incubated with serum-free supplemented 
medium and the test compounds as indicated in the figures and harvested for further 
processing as described below. 
 
Incubation 
Stearic acid (C18:0; Alfa Aesar, Haverhill, MA) was dissolved in pure ethanol and complexed 
to fatty acid-free bovine serum albumin (Sigma-Aldrich) at a molar ratio of 4:1 in Krebs-Ringer 
bicarbonate buffer. α-TOH and LCM were dissolved in DMSO. For incubation, the compounds 
were mixed with supplemented RPMI 1640 medium without serum in the concentrations 
indicated in the figures.  
 
Cytotoxicity 
THP-1 macrophages were incubated with the respective test compounds in 24-well (standard) 
or 48-well (transfection) plates; at the end of the incubation period, the cells were washed twice 
with serum-free supplemented medium. The treatment with 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT, 2 mg/ml in PBS, 50 µl or 25 µl per well, respectively) in 
500 µl or 250 µl serum-free supplemented medium was performed for 4 h. Then the medium 
was exchanged by 1 ml or 0.5 ml isopropanol and was thoroughly mixed for 10 min, before a 
centrifugation step (5 min, 300 × g, room temperature) was applied. The solutions were 
aliquoted (in quadruplicates or triplicates of each 100 µl) to a 96-well plate. Absorption was 
measured at 570 nm. Viability was calculated by setting the untreated control to 100%.  
 
Concentrations for cell culture studies 
The concentrations of the compounds were determined by absorption measurement in pure 
ethanol. The wavelengths and attenuation coefficients used are 292 nm and ε = 3060 for 
α-13’-OH and α-13’-COOH.  
 
RNA isolation and cDNA synthesis 
Total RNA was isolated using Qiagen RNeasy Mini kit (Hilden, Germany) as described [23]. 
cDNA synthesis was performed using Revert Aid First strand cDNA synthesis kit (Fermentas, 
St. Leon-Rot, Germany) and 500 ng/µl oligo-dT primers as described [24]. 
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Quantitative real-time RT-PCR (RT-qPCR) 
RT-qPCR was run on a LightCycler 480 instrument (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) 
using Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Germany) 
as described [24,25]. Primers (PLIN2, RPL37A, Supplementary Table S1) were purchased 
from Invitrogen (Karlsruhe, Germany). PCR results were analyzed using the LightCycler 
software version 1.5.0.39.  
 
Transfection 
Transfection of THP-1 macrophages was performed as described by Maeß et al. 2014 [26] 
with slight modifications. Cells were differentiated for 24 h using 100 ng/ml PMA. Transfection 
was performed using 3 * 106 cells, 1% human serum (Sigma-Aldrich), 2 µg siRNA (PLIN2 
Stealth siRNA ADFP HSS174700, 5288746 or Stealth RNAi Negative Control Low GC, 
12935200; Thermo Fisher Scientific) and mouse T cell nucleofector medium (Lonza, Basel, 
Switzerland). Transfected cells were seeded in 48-well plates using 200 µl cultivation medium 
to prefill wells and 100 µl of cell suspension were added to each well. The incubation with test 
compounds was started 72 h after transfection. 
  
Immunoblotting 
Cells were harvested using a non-denaturing buffer (50 mM Tris-HCl, 0.5% Nonidet P40, 
250 mM NaCl, 15 mM EDTA, 50 mM NaF, 0.5 mM Na3VO4) and samples were processed for 
Western blotting as described earlier [5]. The proteins were separated by SDS-PAGE and 
transferred to PVDF membrane (VWR, Darmstadt, Germany). Primary antibodies against 
PLIN2 (mouse anti-ADRP AP125, 1:50) and α-tubulin (mouse anti-α-tubulin clone B-5-1-2, 
1:5000) were purchased from PROGEN (Heidelberg, Germany) and Sigma-Aldrich, 
respectively. Secondary antibodies (rabbit anti-mouse labeled with horseradish peroxidase, 
1:5000) from DAKO (Hamburg, Germany) were used. SignalBoostTM Immunreaction Enhancer 
Kit (Calbiochem, Darmstadt, Germany) was used for enhancing chemoluminescence signals 
for PLIN2.  
 
Flow cytometry to measure neutral lipids via nile red  
After incubation, cells were detached by Accutase I treatment (Sigma-Aldrich). Following 
washing steps with PBS, cells were stained with nile red solution (1 µg/ml concentration on 
cells), incubated for 10 min and washed again. A flow cytometric analysis was performed for 
neutral lipids in a range of 570 to 590 nm. 
 
Isolation of garcinoic acid and semi-synthesis of α-LCM 
Garcinia kola seeds were a gift from AnalytiCon Discovery (Potsdam, Germany). Isolation of 
garcinoic acid from the African bitter nut Garcinia kola and syntheses of the LCM were 
performed as described [11,27]. Purity of all LCM used was higher than 95%, as confirmed by 
HPLC-MS. 
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Statistics 
Data are presented either as means ± standard deviation or as means ± standard error of the 
mean (SEM) of independent experiments as indicated. In order to test for statistical 
significance, paired Student’s t-tests were performed using Microsoft Excel 2010. 
 
 
 
Results 
 
The LCM of vitamin E emerged as regulatory metabolites with distinct and specific effects [28]. 
The main goal of the present study was to enlighten another aspect of their biological activity 
and to strengthen the new perspective on LCM as ‘activated’ or ‘executive’ metabolites, similar 
to the metabolites of vitamin A or D. 
 
It has been reported previously that the LCM modulate foam cell formation in THP-1 
macrophages, among others by inducing the expression of CD36 [13]. Using these 
experiments as a starting point, the present study focused on the regulation of another lipid 
metabolism-related protein, namely adipophilin (adipose differentiation related protein, ADRP 
or PLIN2) and the impact of the LCM on saturated fatty acid-induced lipotoxicity, as an 
important event in lipid-driven diseases [19]. 
 
PLIN2 is a lipid droplet-associated protein. Based on studies showing effects of vitamin E on 
lipid-related proteins and lipid metabolism, we investigated the effect of α-TOH and its 
metabolites on PLIN2. We found that PLIN2 expression was significantly reduced by α-TOH 
on mRNA and protein level after 24 h by 47% to 26%, respectively (p < 0.01; Fig. 1). The LCM, 
however, induced PLIN2 expression on both levels in a range of 1.6- to 3.8-fold (p < 0.05). The 
expression of PLIN2 is known to be induced by fatty acids, such as stearic acid. Hence, we 
were interested in the regulation of PLIN2 under stearic acid and LCM treatment. Therefore, 
THP-1 macrophages were pre-treated with α-TOH or the respective LCM for 24 h, followed by 
a co-incubation with stearic acid for additional 24 h before protein expression analysis via 
Western blot (Fig. 2). For both pre-treatments (α-TOH and α-13’-COOH), the co-incubation 
with stearic acids resulted in expression values similar to that of stearic acid alone. Similar 
results were achieved by neutral lipid staining of cells using nile red. The cellular levels of 
neutral lipids were not influenced by α-TOH, but were induced 1.5- to 1.8-fold by α-13’-COOH 
and stearic acid, respectively. The co-incubation with α-TOH and α-13’-COOH did not affect 
the stearic acid-induced accumulation of neutral lipids. 
 
However, stearic acid is known to induce lipotoxicity, when the concentrations applied exceed 
the cell’s capacity of saturated fatty acid handling. We pictured this by incubating the cells with 
stearic acid in concentrations up to 800 µM. Thereby, the treatment with a concentration range 
for α-TOH (0 µM to 100 µM) or α-13’-COOH (0 µM to 2.5 µM) made the impact of LCM on 
lipotoxicity obvious (Fig. 3). While α-TOH impaired the stearic acid-induced lipotoxicity 
(300 µM stearic acid: viability of control cells 88%, viability of cells treated with 100 µM α-TOH: 
77%), α-13’-COOH partly protected the cells, e.g. for the treatment with 600 µM stearic acid 
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an improvement of cell viability by α-13’-COOH of 13% to 15% was found. 
 
Keeping in mind that the LCM can induce PLIN2, we wondered whether the reduced lipotoxicity 
of stearic acid by the LCM is mediated via PLIN2. Therefore, knockdown studies of PLIN2 were 
performed and the impact of its knockdown on stearic acid-induced lipotoxicity was tested. The 
knockdown was followed by an incubation regime similar to the approach used for Fig. 3 
(incubation with 0 µM to 800 µM stearic acid). It was very clear that the cells treated with siRNA 
against PLIN2 were more prone to the lipotoxic effect of stearic acid than the controls (16% 
decreased viability by PLIN2 knockdown for 400 µM stearic acid; p < 0.01; Fig. 4). 
 
To study the contribution of the PLIN2 knockdown to the protective effect of the LCM on stearic 
acid-induced lipotoxicity, the transfected cells were pre-incubated with the α-13’-COOH for 
24 h and different concentrations of stearic acid were applied for further 24 h (Fig. 5). The 
effective stearic acid concentration was calculated for several viabilities (40% to 85%) for both 
transfections (control siRNA and PLIN2 siRNA) and these were plotted vs. the respective LCM 
concentration. The slope for the defined viabilities across the LCM concentration was 
calculated and these were averaged within the siRNA treatments. A significant difference 
between these slopes was found (siCTRL: grey line, siPLIN2: dotted line; p < 0.001). This 
means that although a protective effect of α-13’-COOH is still observed under PLIN2 
knockdown, it is by far less pronounced than in cells transfected with control siRNA. Therefore, 
it can be assumed that α-13’-COOH protects from stearic acid-induced lipotoxicity at least 
partly via the regulation of PLIN2 protein levels. 
 
 
 
Discussion and Conclusions 
 
Recent studies on the metabolism of vitamin E revealed the physiological presence of the LCM 
α-13’-OH and α-13’-COOH in human blood [6,13]. We therefore hypothesize that the LCM are 
available at the site of action, e.g. in the case of atherogenesis at intimal macrophages. A 
recent study provided convincing evidence for the specific and distinct signaling mediated by 
the LCM even at concentrations lower than their precursors [28]. Based on these results, a 
specific, not yet identified receptor for LCM was proposed. To elucidate the biological and 
molecular mechanisms of the LCM in more detail, a study on the regulatory effect of LCM on 
the scavenger receptor CD36 [13] was used as a starting point for the experiments described 
here. We aimed to getting a deeper insight into the regulation of foam cell formation by the 
LCM and focused on the regulation of PLIN2 at basal conditions and under load with the 
saturated stearic acid.  
 
The expression of the lipid droplet-associated protein PLIN2 was assessed in human THP-1 
macrophages after α-TOH and α-LCM treatment under basal conditions, i.e. incubation without 
serum. To the best of our knowledge, we are the first to describe the inhibition of PLIN2 
expression by α-TOH and its induction by the α-LCM on mRNA and protein level. The neutral 
lipid accumulation precisely followed the regulation of PLIN2, as measured after incubation of 
48 h by nile red staining and subsequent flow cytometric analysis. Due to delayed 
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accumulation of neutral lipids (no significant effects after 24 h (data not shown), but prominent 
accumulation after 48 h; Fig. 2), we conclude that the LCM induce PLIN2 expression, which in 
turn leads to lipid accumulation. This is likely as PLIN2 is known to elevate cellular lipid levels 
by inhibiting β-oxidation [29] and lipolysis [30]. Thus, the lipid storage capacity of the cells is 
increased by the LCM via induced PLIN2 expression, followed by increases in neutral lipid 
accumulation. 
 
In contrast to the aforementioned experiments, we focused on experiments under fatty acid 
stimulus. While stearic acid incubation led to the expected increase in PLIN2 expression [31] 
on protein level and in neutral lipid accumulation [32], the co-incubation with stearic acid and 
α-13’-COOH showed no additive effect (Fig. 2). This can be explained by mechanisms each 
specific for LCM and stearic acid. The readout (PLIN2 expression and lipid accumulation) may 
lead to the same results, but the underlying mechanisms are likely distinct. For stearic acid, a 
direct interaction with the PLIN2 protein via specific binding pockets has been described [33], 
while analogous studies are pending for the LCM. However, it is not yet established whether 
this influences neutral lipid accumulation or PLIN2 expression. Each mechanism may also be 
regulated or influenced by the respective other compound, which in turn may lead to the non-
additive effect seen under the co-treatment setup. Next, another important aspect might be the 
heterogeneity of lipid droplets [34,35], which could be influenced by the LCM. Lipid droplets 
vary not only in size or contact sites to other organelles, e.g. ER [36], but also in lipid [35] and 
protein [37] composition. Interestingly, PLIN2 is localized on lipid droplets of all sizes (starting 
with pre-lipid droplets) [36,37]. Interestingly, a protective social organization of cells has been 
observed while handling lipotoxicity [38]. A subpopulation of cells sacrifices themselves by 
excessive lipid storage to moderate the lipotoxic conditions for the community. Keeping in mind 
the heterogeneity of lipid droplets and cellular lipid handling, one could imagine a distinct effect 
mediated by compounds such as LCM, e.g. a specific channeling of exogenous fatty acids 
(here, stearic acid) and endogenous fatty acids (induction of lipid accumulation by the LCM 
under serum-free conditions) to distinct lipid droplets.  
 
We focused on the interaction of α-TOH and LCM with stearic acid-induced lipotoxicity. For 
this purpose, cells were treated with a compound-concentration-matrix of stearic acid (0 to 
800 µM) and α-TOH (0 to 100 µM) or α-13’-COOH (0 to 2.5 µM), respectively. Stearic acid-
induced lipotoxicity, measured by the MTT viability test, has been described [39]. Here, we 
describe for the first time that stearic acid-induced lipotoxicity was impaired by α-TOH, whereas 
α-13’-COOH reduced the effect of stearic acid. So far, neither the effects of vitamin E nor its 
metabolites on lipotoxicity have been investigated, thus the underlying mechanisms are an 
object of speculation. However, a clear analogy to the study designed by Rabkin et. al. [39] is 
striking. Rabkin also induced lipotoxicity via stearic acid, but oleic acid (C18:1) was used for 
rescuing cardiomyocytes from death. Surprisingly, the intracellular lipid pattern measured 
under co-incubation of stearic acid and oleic acid was similar to our results for α-13’-COOH in 
neutral lipid accumulation, which is a non-additive effect. Keeping in mind the low similarity in 
their structure, the similar findings for the LCM and oleic acid are unexpected. 
 
We would like to point the reader’s attention to the impact of fatty acid distribution to PLIN2 
binding on the surface and size of lipid droplets. The binding affinity of PLIN2 for oleic acid is 
twice the affinity of stearic acid [40] and introducing saturated acyl chains to the phospholipids 
of the monolayer forming the surface of lipid droplets impairs PLIN2 binding due to the 
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condensation of the phospholipid monolayer covering lipid droplets [41]. However, larger 
intracellular lipid droplets have a higher proportion of saturated fatty acids in their monolayer 
than smaller ones [42]. A closer look into the fatty acid profile of cells treated with the LCM 
might enlighten the contribution of the aforementioned mechanisms to the results described 
here. 
 
The effect of α-TOH or LCM on stearic acid-induced lipotoxicity is accompanied with the 
regulation of PLIN2 expression. Therefore, we asked whether PLIN2 might be the crux of the 
matter and set up knockdown experiments for PLIN2. At basal conditions (stearic acid 
concentration gradient only, no incubation with α-13’-COOH), an impairment of stearic acid-
induced lipotoxicity was found, which is likely due to a loss in lipid storage capacity forced by 
the knockdown of PLIN2. Knockdown of PLIN2 has been described to influence cellular lipid 
levels and size of lipid droplets as well as their number [29,43]. It has also been suggested 
that PLIN2 plays a role in the expansion of lipid droplet size [44]. To sum up, this could lead to 
the impairment of stearic acid-induced lipotoxicity by the knockdown of PLIN2. However, it has 
been described that other homologs of PLIN2, e.g. TIP47 [45] take on its task if PLIN2 is 
knocked down. This might be the reason why the worsening of stearic acid-induced lipotoxicity 
by the knockdown of PLIN2 is relatively mild. Taking together, PLIN2 is protective against 
stearic acid-induced lipotoxicity to some extent. 
 
A cross-comparison of the respective cell viabilities between Figure 3 and 4 highlights the 
increased sensitivity of transfected cells towards stearic acid treatment. It is known that 
electroporation (the transfection method used here) is able to transfer lipids between 
membrane leaflets [46], which may induce further perturbations in lipid metabolism or handling. 
Overall this might contribute to the higher sensitivity of transfected cells to mediators of 
lipotoxicity. 
 
Next, the stearic acid lipotoxicity tests were conducted in the presence of the knockdown of 
PLIN2 and LCM. While the LCM-dependent blocking of lipotoxicity was observed under both 
conditions (control and PLIN2 knockdown), the effective stearic acid concentrations needed to 
achieve a certain viability, were significantly reduced by the knockdown of PLIN2 across all 
α-13’-COOH concentrations tested. This leads to two conclusions: (i) PLIN2 expression 
protects macrophages from stearic acid-induced lipotoxicity, and (ii) the LCM protect 
macrophages from lipotoxicity partly via the induction of PLIN2. It might be striking that the 
reduction in lipotoxicity by α-13’-COOH seems not to be coupled with an additive induction of 
neutral lipid accumulation. On the other hand, it has been shown that the cellular lipid content 
is not a determinant of lipotoxicity-induced cell death [39]. 
 
Overall, we have made several interesting new observations: First, PLIN2 protects 
macrophages form stearic acid-induced lipotoxicity. Second, α-TOH triggers stearic acid-
induced lipotoxicity in macrophages. Third, we found evidence for a complex link between the 
α-LCM, PLIN2 and lipotoxicity. We provide first evidence for the potentially protective effects 
of the α-LCM by inducing lipid storage capacity and thereby decreasing the proneness to 
lipotoxicity. Out data also show that PLIN2 contributes at least partly to this phenomenon. 
Paving in paths for mechanistic studies underlying this first descriptive study on this topic will 
contribute to the growing knowledge on the modes of action of the LCM, which we consider as 
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a new class of regulatory metabolites. 
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Figures 
 
Figure 1 
PLIN2 expression is induced by α-LCM but reduced by α-TOH 
Human THP-1 macrophages were incubated with 100 µM α-TOH, 10 µM α-13’-OH or 5 µM 
α-13’-COOH for 24 h and processed for mRNA (A) or protein (B) expression analysis. 
Expression of PLIN2 was reduced under α-TOH treatment by 47 % (SEM min 7 %, SEM max 
6 %) on mRNA level and by 26 % ± 28 % on protein level. In contrast, the LCM α-13’-OH 
induced the PLIN2 expression on mRNA level by 250 % (SEM min 43 %, SEM max 51%) and 
162 % ± 65 % on protein level. More pronounced effects were obvious with α-13’-COOH: an 
induction of mRNA expression by 388 % (SEM min 69 %, SEM max 85 %) and of protein 
expression by 160 % ± 65 % was found. (A) PLIN2 mRNA expression levels were normalized 
to RPL37A mRNA expression, which remained unchanged under all conditions. Error bars 
display calculated maximum and minimum expression levels of mean expression levels of 
three independent biological experiments each measured twice. (B) PLIN2 protein expression 
levels were normalized to α-tubulin expression, which remained unchanged under all 
conditions. Images of Western blot analyses show representative results. Mean expression 
levels of four independent biological experiments each measured twice are shown. *, p < 0.05; 
**, p < 0.01 (vs. control). 
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Figure 2 
PLIN2 expression and neutral lipid accumulation is induced by stearic acid and 
α-13’-COOH 
Human THP-1 macrophages were incubated with 100 µM α-TOH (A + C) or 5 µM (B) or 2.5 
µM (D) α-13’-COOH for 24 h and with 150 µM stearic acid for additional 24 h in the presence 
or absence of the compounds. Afterwards, cells were processed for protein expression 
analysis via Western blot (A+B) or neutral lipid staining (C+D).  
(A) While α-TOH did not regulate PLIN2 expression on the protein level, stearic acid-induced 
PLIN2 by 216 % ± 66 % and the combinatory incubation resulted in an induction of 222 % ± 
67 %. (B) The LCM α-13’-COOH induced the PLIN2 protein expression by 156 % ± 21 %, while 
stearic acid-induced its expression by 194 % ± 11 %. In combination, both compounds induced 
PLIN2 protein expression by 191 % ± 22 %. PLIN2 protein expression levels were normalized 
to α-tubulin expression, which remained unchanged under all conditions. Images of Western 
blot analyses show representative results. Mean expression levels of four (A) or three (B) 
independent biological experiments each measured once are shown.  
(C) While α-TOH did not regulate neutral lipid accumulation, stearic acid-induced neutral lipids 
by 163 % ± 13 % and the combinatory incubation resulted in an induction of 147 % ± 5 %. (D) 
α-13’-COOH induced neutral lipid accumulation by 147 % ± 11 %, while stearic acid-induced 
neutral lipid accumulation by 182 % ± 24 %. In combination, both compounds induced neutral 
lipid accumulation by 186 % ± 34 %. Neutral lipid accumulation was calculated relatively with 
the control set to 1. Mean expression levels of three (C) or five (D) independent biological 
experiments each measured once are shown. *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001 (vs. 
control). 
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Figure 3 
Stearic acid-induced lipotoxicity is partly reduced by α-13’-COOH but not by α-TOH 
Human THP-1 macrophages were incubated with 0 to 100 µM α-TOH (A) or 0 to 2.5 µM 
α-13’-COOH (B) for 24 h, followed by a co-incubation with 0 to 800 µM stearic acid for further 
24 h. This incubation matrix was assessed by MTT cytotoxicity tests. (A) Treatment of THP-1 
macrophages with increasing concentrations of stearic acid resulted in reduced cell viability. 
The same holds true for cells, which were co-treated with α-TOH, whereas the viability seems 
to be further reduced for some concentrations (300 µM stearic acid: viability of control cells 
87.8 % ± 12 % vs. viability of cells treated with 100 µM α-TOH: 76.7 % ± 12.9 %, p < 0,05). (B) 
Again, the concentration-dependent reduction of viability under stearic acid treatment was 
seen. When cells were co-incubated with α-13’-COOH the viability of the cells was significantly 
increased (600 µM stearic acid: 48.5 % ± 11.0 % in controls vs. 64.4 % ± 9.4 % in cells treated 
with 1 µM α-13’-COOH or 62.2 % ± 7.4 % in cells treated with 2.5 µM α-13’-COOH, 
respectively; p < 0.001 or p < 0.01). *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001 (vs. control). 
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Figure 4 
PLIN2 partly protects from stearic acid-induced lipotoxicity 
Human THP-1 macrophages were transfected with control siRNA (siCTRL) or PLIN2 siRNA 
(siPLIN2) and incubated with increasing concentrations of stearic acid (0 to 800 µM) for 24 h. 
Afterwards, the cells were treated with MTT solution and the readout was performed as 
described in the Materials and Methods section. With increasing concentrations of stearic acid 
the viability of control cells decreased (300 µM stearic acid: 72.26 % ± 9.9 % viability, 500 µM 
stearic acid: 24.21 % ± 5.1 % viability). Cells treated with PLIN2 siRNA were more prone to 
stearic acid-induced lipotoxicity (300 µM stearic acid: 57.47 % ± 7.4 % viability, p < 0.05 (control 
vs. PLIN2 siRNA treatment), 500 µM stearic acid: 12.39 % ± 5.3 % viability, p < 0.01 (control 
vs. PLIN2 siRNA treatment)). Error bars display standard deviations of mean viability levels of 
four independent biological experiments each measured once. *, p < 0.05; **, p < 0.01 (vs. 
control). 
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Figure 5 
α-13’-COOH protects from stearic acid-induced lipotoxicity partly via PLIN2 
Human THP-1 macrophages were transfected with control siRNA (siCRTL) and PLIN2 siRNA 
(siPLIN2) and incubated with 0 to 2.5 µM α-13’-COOH and 0 to 800 µM stearic acid. A plot 
showing the dependency of the viability from stearic acid concentration was calculated for each 
LCM concentration. A logarithmic fit was performed, and the effective concentrations of stearic 
acid for 40 % to 85 % viability were calculated. For each viability, the slope for the concentration 
dependency of LCMs on the effective concentration of stearic acid was calculated. The mean 
for each effective concentration of stearic acid was obtained from four biological replicates. 
Finally, the mean was calculated across all experiments, which were treated with the same 
siRNA. The comparison of both slopes, siCRTL (grey line) vs. siPLIN2 (dotted line) in 
dependency of LCM concentration and the effective concentration of stearic acid revealed a 
significant difference (***, p < 0.001).  
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7 Diskussion 
Die Forschungsaktivitäten rund um die langkettigen Vitamin-E-Metabolite werden bislang nur 
von einer kleinen Gruppe interessierter Wissenschaftler durchgeführt, obwohl die Aufklärung der 
biologischen Wirksamkeit der LCM einen erneuten Wendepunkt in der Erforschung des Vitamin E 
herbeiführen könnte. Für einen schnellen und einfachen Einstieg in die Thematik stehen drei 
Übersichtsarbeiten (Manuskripte 5 bis 7) zur Verfügung, die die aktuelle Literatur 
zusammenfassen und die Bedeutung der LCM in den Gesamtforschungskontext einordnen. Um 
eine kritische Diskussion in der Forschungsgemeinschaft anzuregen, wurden folgende Thesen in 
die Übersichtsarbeiten aufgenommen, die in den kommenden Jahren bearbeitet bzw. belegt 
werden sollen.  
T1. Die LCM sind eine neue Klasse regulatorischer Metabolite.  
T2. Die LCM-vermittelte Regulation verläuft über einen distinkten und spezifischen (von 
TOH verschiedenen) Mechanismus. 
T3. Die LCM interagieren mit physiologischen und pathophysiologischen Prozessen.  
T4. Die Diskrepanz, welche im Kontext der kardiovaskulären Forschung zwischen den 
In-vitro- und In-vivo-Ergebnissen aufgezeigt wurde, kann durch die biologische Wirkung 
der LCM erklärt werden. 
T5. Die LCM sind als neue Biomarker für die Vitamin-E-Versorgung interessant. 
 
Zur Bestätigung dieser Hypothesen sind unter anderem folgende Fragen experimentell zu 
beantworten (Auflistung in Manuskript 7): 
F1. Welche Proteine sind an der Aufnahme und der intrazellulären Verteilung der LCM und 
GA beteiligt? 
F2. Welche zellulären Rezeptoren, Signalmoleküle oder Enzyme vermitteln die Effekte der 
LCM und GA? 
F3. Welche Mechanismen sind für die Regulation der Genexpression durch die LCM 
verantwortlich? 
F4. Welche molekularen Strukturen sind für die Effekte der GA und LCM verantwortlich? 
F5. Unterscheiden sich die LCM in ihren Effekten und in ihrer Effektivität?  
7.1 Beitrag der Manuskripte zur Beantwortung der Forschungsfragen 
Im Zentrum der vorliegenden Arbeit steht die Aufklärung der biologischen Aktivität der LCM. 
Dieses weitläufige Gebiet kann im Rahmen einer einzelnen Dissertation nicht vollständig 
erschlossen werden. Daher knüpft diese Arbeit an die Promotionsschrift von WALLERT (2014) an, 
beschreibt die eigenen Erkenntnisse und liefert Ansatzpunkte für nachfolgende Arbeiten. 
Die gerade formulierten offenen Fragen werden alle in der vorliegenden Arbeit adressiert und 
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partiell (F2 und F3 in Manuskript 1, 3 und 4) oder auch zum größten Teil beantwortet (F4 und F5 
in Manuskript 1). Dabei liegt der Fokus dieser Manuskripte auf den LCM. Während der 
Entstehungszeit dieser Arbeit wurden unter Mitarbeit der Autorin ebenfalls erste Einblicke in die 
biologische Aktivität der GA gewonnen (nachfolgend als Projekt 1 bezeichnet), welche aufgrund 
der hohen Strukturähnlichkeit der LCM zur GA in die Diskussion einfließen sollen. Vorläufige 
Ergebnisse (Projekt 2) und weitere Konzepte zur Beantwortung von F1 werden vorgestellt. Diese 
Projekte sollen zeitnah in Veröffentlichungen münden, liegen derzeit aber noch nicht in 
einreichbarer Form vor. Da die bisherigen Ergebnisse der Projekte in die zusammenfassende 
Diskussion einfließen sollen, werden sie hier kurz dargestellt. 
Das Projekt 1 untersucht die Regulation der Inflammation durch den methanolischen Extrakt der 
Garcinia kola und der enthaltenen GA. Dabei wurde zunächst die Isolation der GA aus Garcinia 
kola optimiert (6,6-fache Isolationseffizienz). In murinen RAW264.7-Makrophagen zeigt die GA 
konzentrationsabhängig antiinflammatorische Effekte (Hemmung der LPS-induzierten Cox2 und 
iNos auf mRNA-, Protein-Expression und -Funktion). Apolipoprotein-E-/--Knockout-Mäuse 
wurden mit fettreicher westlicher Diät gefüttert und einmal wöchentlich intraperitoneal für acht 
Wochen mit 1 mg/ml GA behandelt, um eine während der Atherogenese auftretende 
Inflammation zu unterdrücken. Dadurch änderte sich die Zusammensetzung, aber nicht die Größe 
der entstehenden Plaques im Aortenbogen. In diesem Modell spielt eine niedriggradige 
Inflammation die wesentliche Rolle, während in vitro ein hochgradiges Inflammationsmodell 
abgebildet wird. Daher soll die GA künftig in einem Myokardinfarktmodell (akutes 
Inflammationsmodell) untersucht werden. Dieses Projekt wird von Maria Wallert in Jena und 
Australien hauptverantwortlich durchgeführt. 
Das Projekt 2 optimiert die Probenaufarbeitung und die Analyse von LCM mittels HPLC-
Fluoreszenzdetektion (FD) und LC-MS. Diese Optimierung der LCM-Analytik soll die Messung 
aller Metabolite und Vorstufen in einem chromatographischen Lauf ermöglichen. Dazu werden 
Extraktionsmethoden (Flüssig-Flüssig-Extraktion und Festphasenextraktion (Normale SPE (solid 
phase extraction) und Hybrid-SPE) sowie der Einfluss von pH-Wert und enzymatischer 
Dekonjugation verglichen. Die LC-MS-Analyse der Proben zeigt ebenfalls bislang unidentifizierte 
Peaks, wie sie schon von GIUSEPPONI et al. (2017) beschrieben wurden. Anwendung findet die 
optimierte Methode in Zellkulturproben und in humanen Serumproben. Dieses Projekt wird in 
Fulda von Marc Birringer und Alexander Maxones durchgeführt. 
Der detaillierte Beitrag der einzelnen Manuskripte zur Beantwortung der Forschungsfragen wird 
in den nachfolgenden Kapiteln beschrieben. Die Manuskripte 1 bis 4 beschäftigen sich mit der 
Regulation von zellulären Prozessen durch die LCM. Der Schwerpunkt des Manuskriptes 1 liegt 
dabei außerdem auf dem Nachweis der engen Strukturabhängigkeit der LCM-Effekte. Auf dieser 
Basis kann nun die Identifizierung des putativen LCM-Rezeptors angestrebt werden. Damit wird 
der vermutete distinkte, von TOH verschiedene LCM-vermittelte Mechanismus bekräftigt (T2) und 
stärkt die Einordung der LCM als regulatorische Metabolite (T1). Abbildung 9 verdeutlicht die 
Interaktion der Manuskripte und ihren Beitrag zur Beantwortung der Forschungsfragen. 
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Abbildung 9: Einbettung der Manuskripte in den Forschungskontext. 
Die in den Übersichtsarbeiten generierten Forschungsfragen und Thesen werden in den Manuskripten 1 bis 4 und in 
den Projekten 1 und 2 bearbeitet und bekräftigt. Verwendete Abkürzungen: α-13‘-COOH, α-13‘-Carboxychromanol; F, 
Forschungsfragen; GA, Garciniasäure; M, Manuskripte; P, Projekte; T, Thesen. 
7.1.1 Molekulare Strukturen der LCM 
In einer ausführlichen Strukturaktivitätsanalyse werden im Manuskript 1 die biologischen Effekte 
von α- und δ-TOH, deren LCM (13’-OH und 13’-COOH), sowie α-CEHC und Pristansäure 
miteinander verglichen. Es zeigt sich, dass die gesamte Struktur der LCM, bestehend aus dem 
Chromanolring, der Seitenkette und ihrer oxidativen Modifizierung, für die Vermittlung der 
biologischen Effekte verantwortlich ist (Beantwortung von F4). Damit legen die Ergebnisse des 
Manuskriptes 1 eine distinkte und spezifische Regulation durch die LCM nahe (T2). Auf dieser Basis 
kann die Existenz von einem oder mehreren molekularen Rezeptoren der LCM vermutet werden, 
welche(r) künftig identifiziert werden sollen (F2).  
Ausgehend von der gezeigten engen Strukturabhängigkeit der LCM-Effekte könnte für die 
Rezeptoridentifizierung ein sogenanntes Fishing-Experiment vielversprechend sein (siehe 
Abbildung 10). Dazu werden die LCM immobilisiert und anschließend mit Zelllysaten inkubiert. 
Proteine können spezifisch an die LCM binden (sog. protein pull-down assay). Unspezifische 
Bindungen werden mit Hilfe von Waschschritten gelöst. Nach der Freisetzung der Proteine 
werden diese elektrophoretisch im 2D-Gel aufgetrennt. Der Vergleich des LCM-Gels z.B. mit 
einem Gel, das durch TOH-Immobilisierung entstanden ist, lässt die Isolation spezifischer 
Proteinspots zu und ermöglicht die Identifikation der Proteine mittels Massenspektrometrie. Auf 
der Grundlage des Manuskriptes 1 scheint die Immobilisation der LCM über die Hydroxylgruppe 
des Chromanolrings erfolgversprechend.  
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Abbildung 10: Rezeptoridentifizierung über Target-fishing-Experimente (siehe Text für 
Erläuterungen). 
Verwendete Abkürzungen: α-TOH, α-Tocopherol; LCM, long-chain metabolites. 
7.1.2 Biologische Effektivität der LCM 
Das Manuskript 1 beschreibt außerdem offensichtliche Effektivitätsunterschiede der LCM und 
beantwortet damit F5. Beinahe unabhängig von der Substitution des Chromanolringsystems 
zeigen die untersuchten LCM konsistent einheitliche Regulationen. Die Effektgröße hingegen 
hängt von der Modifikation der Seitenkette ab. So sind Effekte der 13’-COOH-Metabolite jeweils 
in geringerer Konzentration (5 µM) größer als die der 13’-OH-Metabolite (10 µM). Die LCM 
besitzen also in Abhängigkeit von ihrer spezifischen Struktur eine unterschiedliche biologische 
Effektivität. Folgende Aspekte können zu diesem Phänomen beitragen. 
Unterschiede in der zellulären Bioverfügbarkeit der Substanzen sind als Ursache denkbar. Daher 
werden zur Aufklärung der Aufnahmeeffizienz (siehe Kapitel 7.3.8 und Beantwortung von F1) 
Zellen mit den Metaboliten inkubiert (THP-1- und RAW264.7-Makrophagen mit α-LCM) und 
anschließend analysiert (Projekt 2). Dabei zeigt sich, dass die Zellen α-13’-COOH effektiver 
aufnehmen (THP-1: ~ 4 µM und RAW264.7: ~ 11 µM intrazelluläre Konzentration bei 5 µM 
Inkubationskonzentration) als α-13’-OH (THP-1: ~ 5 µM und RAW264.7: ~ 8 µM intrazelluläre 
Konzentration bei 10 µM Inkubationskonzentration). Möglicherweise erklärt die geringere 
intrazelluläre Konzentration von α-13’-OH in den RAW264.7-Zellen die schwächeren Effekte.  
Unerwartet ist der folgende Befund: In den Proben, die mit α-13’-OH inkubiert werden, kann 
intrazellulär α-13’-COOH gemessen werden (THP-1: ~ 3 µM und RAW264.7: ~ 6 µM). Dies deutet 
auf einen intrazellulären Abbau von 13’-OH zu 13’-COOH hin. Es ist denkbar, dass das 
neugebildete α-13’-COOH die eigentlich effektive Substanz darstellt. Die durch α-13’-OH 
vermittelten Effekte könnten zum einen deshalb geringer ausfallen, weil die intrazelluläre 
Konzentration des neugebildeten α-13’-COOH geringer ist, als bei einer direkten Inkubation mit 
α-13’-COOH. Zum andern muss der Metabolismus der Vermittlung der Effekte zunächst 
vorausgehen (Zeiteffekt). Da über die Kinetik des LCM-Metabolismus wenig bekannt ist (siehe 
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Kapitel 7.3.5), kann über die Größe dieses Einflussfaktors nur spekuliert werden. Basierend auf den 
gerade vorgestellten Daten kann die Hypothese aufgestellt werden, dass 13’-OH evtl. erst nach 
einer Bioaktivierung effektiv ist.  
Angenommen, ein oder mehrere spezifische LCM-Rezeptoren existieren, so kann spekuliert 
werden, dass 13’-COOH durch die räumliche Struktur die Bindungstasche des putativen Rezeptors 
besser ausfüllt und damit effektiver ist als 13’-OH. Zur Bestätigung dieser Idee werden zunächst 
vielversprechende Kandidaten identifiziert (Rezeptor-Fishing). Eine anschließende Kristallisation 
des Rezeptors mit den LCM könnte die endgültige Bestätigung liefern.  
7.1.3 Regulation zellulärer Prozesse durch LCM 
Die Regulation der zellulären Lipidhomöostase wurde und wird auf den drei Ebenen 
Lipidaufnahme über CD36 (WALLERT et al. 2014a und Manuskript 1), Lipidspeicherung über PLIN2 
(Manuskript 4) und Lipidexport über ABCA1 (laufendes Projekt, siehe Kapitel 7.4.1) untersucht. 
Gemeinsam lassen die Ergebnisse ein umfangreiches Wirkbild der LCM entstehen.  
Im Manuskript 1 wird die Induktion von CD36 auf mRNA- und Proteinebene durch α- und δ-LCM 
beschrieben. Diese Daten bestätigen die Ergebnisse von WALLERT et al. (2014a) und erweitern sie 
um die Informationen für die δ-LCM. Damit ist ein formübergreifender Vergleich der Effekte 
möglich, und es zeigt sich ein größerer Einfluss durch die Modifizierung der Seitenkette als durch 
die Substitution des Chromanolringsystems.  
Das Manuskript 4 zeigt das Potential der LCM zur Regulation des lipidtropfenassoziierten Proteins 
PLIN2 auf und untersucht die Interaktion der LCM mit koinkubierten Fettsäuren. Es wird deutlich, 
dass die LCM eine positive Wirkung auf die Überlebensfähigkeit der Zellen ausüben und dass dies 
in Abhängigkeit von der Regulation von PLIN2 erfolgt. Diese Ergebnisse deuten, ebenso wie die 
Daten von WALLERT et al. (2014a) und des Manuskriptes 1, auf eine mögliche protektive Wirkung 
der LCM im Kontext der zellulären Lipidhomöostase hin. Diese Daten unterstützen also T3.  
Das zweite hier untersuchte Themengebiet ist das antiinflammatorische Potential der LCM. 
Hierbei ermöglicht das optimierte Protokoll aus Manuskript 2 die zuverlässige Messung der LPS-
induzierten NO-Produktion. Vor allem das Potential antiinflammatorischer Testsubstanzen kann 
besonders gut erfasst werden. Somit wurde die Basis für eine optimale, effiziente und einfache 
NO-Messung mittels Griess-Assay gelegt. Dieses optimierte Protokoll wurde bereits in einem 
Kooperationsprojekt eingesetzt, welches zeitnah in eine Publikation münden wird (Hans-Knöll-
Institut Jena, Toni Neuwirth und Christian Hertweck). 
Anwendung findet diese Methode auch in den Manuskripten 1 und 3, die unter anderem die LPS-
induzierte Inflammation untersuchen. Beide Manuskripte beschreiben einheitlich die 
antiinflammatorische Wirkung der LCM. Dabei spielt die Form der LCM (bereits untersucht α- und 
δ-LCM) eine untergeordnete Rolle. In-vivo-Studien am murinen Peritonitismodell, die von 
Andreas Koeberle (Institut für Pharmazie, Friedrich-Schiller-Universität Jena) durchgeführt 
wurden, stimmen ebenfalls sehr gut hiermit überein (unveröffentlichte Daten, persönliche 
Mitteilung). Auch er berichtet von ausgeprägten, antiinflammatorischen Eigenschaften der 
α-13’-COOH und der GA. Der Einfluss der LCM auf die Inflammation wird damit weiterhin 
bestätigt und eine sehr gute Übertragbarkeit der In-vitro- zu den In-vivo-Daten wird deutlich. 
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Auch hier deutet sich die Richtigkeit von T3 an. 
Diese Erkenntnisse bereiten den Weg zur Aufklärung der zugrundeliegenden Signaltransduktion 
und damit zur Beantwortung von F2 und F3. Folgender Vergleich könnte hilfreich sein, um Ideen 
für die beteiligten Signalwege zu generieren. In der Literatur könnten Substanzen mit ähnlicher 
biologischer Wirkung beschrieben sein, wie sie für die LCM bislang bekannt ist. Falls für diese 
Substanzen die beteiligte Signaltransduktion bereits aufgeklärt ist, könnte diese auch für die LCM 
verantwortlich sein. Je mehr biologische Effekte der LCM also bekannt sind, umso präziser kann 
der Vergleich mit der Literatur durchgeführt werden. Derzeit bearbeiten zwei weitere 
Doktoranden der Arbeitsgruppe (Martin Schubert und Stefan Kluge) dieses Thema. Mit unter-
schiedlichen Methoden, wie Inhibitorversuchen, Transfektionsansätzen, Array-Experimenten und 
der Analyse der Proteinexpression von Signalproteinen liefern beide neue Erkenntnisse zu diesem 
Teilaspekt der LCM-Charakterisierung. 
Die pharmazeutische Nutzung der LCM oder strukturähnlicher Verbindungen könnte eine 
Weiterentwicklung des Gesamtprojekts darstellen. Diese Arbeit legt dafür einen Grundstein, denn 
zunächst müssen die funktionell relevanten Substrukturen der LCM bekannt sein (siehe 
Manuskript 1). Für eine ausreichende Wirkungsabschätzung des potentiellen Medikaments ist das 
Wissen um die biologische Funktion der LCM essentiell. Diese wird in den Manuskripten 1, 3 und 
4 untersucht. Die Wirkung des Pharmazeutikums könnte sowohl eine spezifische Verstärkung als 
auch eine Hemmung der biologischen LCM-Effekte sein. Umgesetzt wird diese Idee bereits von 
Andreas Koeberle für die Hemmung der 5-LO. Er und auch andere (JIANG et al. 2011) zeigten 
bereits, dass die GA und α-13’-COOH die Enzymaktivität effektiver hemmen als der synthetische 
Inhibitor Zileuton. Daher scheint dieser Ansatzpunkt vielversprechend.  
7.2 Limitationen der Studien und mögliche Lösungsansätze 
Zur realistischen Einschätzung der eigenen Daten ist ihre kritische Betrachtung sinnvoll. Dies 
erfolgt zunächst für die einzelnen Manuskripte, wobei Ideen für mögliche Lösungsansätze und 
Erweiterungen der Studiendesigns jeweils aufgezeigt werden. Im Anschluss werden allgemeinere 
Punkte diskutiert, die alle hier vorgestellten Studien betreffen. 
7.2.1 Betrachtung der Originalarbeiten 
7.2.1.1 Manuskript 1 
Das Manuskript 1 zeigt, dass für die LCM-spezifische Regulation die gesamte chemische Struktur 
benötigt wird. Offen ist dabei noch die Frage, welchen Einfluss die Sättigung der Seitenkette hat. 
Strukturell ähnelt die GA dem im Manuskript 1 eingesetzten δ-13’-COOH, wobei sich die beiden 
Substanzen durch die Sättigung ihrer Seitenkette unterscheiden. Ein Vergleich mit den Daten aus 
Projekt 1, das die antiinflammatorische Wirkung der GA beschreibt, lässt die Schlussfolgerung zu, 
dass die Sättigung der Seitenkette eine untergeordnete Rolle spielt, da die GA-Effekte den LCM-
Effekten in Richtung und Effektgröße ähneln. Zur Überprüfung können Experimente für die LCM 
und GA parallel durchgeführt werden, die dann einen direkten Vergleich der Daten zulassen.  
Pasquale Richomme (Universität von Angers, Frankreich) gehört zum LCM-Netzwerk und hat eine 
umfangreiche Substanzdatenbank mit LCM-ähnlichen Verbindungen aufgebaut. Diese 
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Substanzen könnten die im Manuskript 1 gezeigte Strukturabhängigkeit bestätigen und weiter 
spezifizieren. Eventuell kann dies der Entwicklung von LCM-ähnlichen Pharmazeutika dienlich sein 
(siehe Kapitel 7.1.3).  
Neben dem Einfluss von LCM-Substrukturen ist es denkbar, dass auch die räumliche Struktur der 
LCM auf ihre biologische Aktivität Einfluss nimmt. Wie in der Einleitung bereits erwähnt wurde, 
werden alle Experimente dieser Arbeit mit semisynthetischen Metaboliten durchgeführt. Diese 
besitzen eine hohe Reinheit und liegen als Enantiomergemisch vor. Die Frage, ob die Effektivität 
der enantiomerreinen LCM höher ist, muss derzeit offenbleiben, da ihre Synthese höchst 
anspruchsvoll und derzeit nicht durchführbar ist (persönliche Mitteilung von Marc Birringer). 
JANG et al. (2016) lieferten aber bereits erste Hinweise, dass die Gewinnung der LCM (ob 
semisynthetisch (Enantiomergemisch) oder durch Isolation aus Zellkulturmedium (enantiomer-
rein)) keinen Einfluss auf ihre Effektivität hat. 
7.2.1.2 Manuskript 2 
Untersuchungen zur Regulation der Inflammation durch die LCM machen deutlich, dass die 
RAW264.7-Makrophagen ein spezifisches und optimiertes Inkubationsschema benötigen, um die 
optimale Antwort auf den inflammatorischen Stimulus (LPS) zu erzielen. Diese Erkenntnisse 
werden in Manuskript 2 zusammengefasst, welches Strategien zur Ermittlung des optimalen 
Inkubationsschemas aufzeigt. Der Fokus dieser Studie liegt auf der verbesserten Detektion von 
antiinflammatorischen Effekten. Ob diese Strategien auch auf proinflammatorische Substanzen 
übertragbar sind, muss im Einzelfall geprüft werden. Weiterhin ist noch offen, ob dieses 
Inkubationsschema auch für andere Zelllinien, wie z.B. murine J774-Makrophagen, anwendbar ist, 
da die Optimierungen bislang nur mit den RAW264.7-Makrophagen durchgeführt wurden.  
7.2.1.3 Manuskript 3 
Manuskript 3 charakterisiert die antiinflammatorischen Effekte von α-13’-COOH auf Cox2 und 
iNos in RAW264.7-Makrophagen. Die Untersuchungen zum zugrundeliegenden Mechanismus 
liefern den Hinweis, dass eine NFκB-Translokation keine Rolle spielt. Auf der Basis der 
durchgeführten Untersuchungen kann allerdings keine Aussage zur Änderungen in der NFκB-
Aktivität oder der DNA-Bindung getroffen werden. Diese könnten über Aktivitätsassays oder 
durch den Einsatz eines electrophoretic mobility shift assay (EMSA) nachgewiesen werden. Im 
Moment ist demzufolge die Frage nach dem verantwortlichen Regulationsmechanismus noch zu 
beantworten. 
Die Daten des Manuskriptes 3 stimmen sehr gut mit den Ergebnissen von CIFFOLILLI et al. (2015) 
überein, welche den Einfluss von α-13’-OH auf sehr ähnliche Parameter untersuchten. Interessant 
wäre der Einfluss der α-LCM auf weitere proinflammatorische Enzyme, wie z.B. die 5-LO oder die 
mikrosomale PGE2-Synthase-1 (mPGES-1), die das Konversionsprodukt der COX zu PGE2 umsetzt 
(PGH2 zu PGE2), welches wiederum für die klassischen Kennzeichen der Inflammation, wie 
Schmerz und Fieber verantwortlich gemacht wird (KOEBERLE & WERZ 2015). Für δ-13’-COOH und 
GA ist die Hemmung der 5-LO bereits beschrieben (JANG et al. 2016; JIANG et al. 2011). 
ALSABIL et al. (2016) untersuchten den Einfluss aller GA-Formen (α- bis δ-GA) auf die mPGES-1-
Aktivität und beschrieben eine Hemmung in einem zellfreien Assay (IC50-Werte: 2,0 - 7,8 µM, γ-
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GA > β-GA > δ-GA > α-GA). Basierend auf den Ergebnissen des Manuskriptes 1 kann spekuliert 
werden, dass auch α-13’-COOH ähnliche Effekte vermittelt. Die Untersuchungen zur Regulation 
der 5-LO durch α-13’-COOH werden derzeit von Andreas Koeberle vorgenommen und zeitnah 
publiziert. Aus diesem Grund geht das Manuskript 3 nicht darauf ein. 
7.2.1.4 Manuskript 4 
Im Fokus von Manuskript 4 steht die Lipotoxizität, die durch eine Inkubation von THP-1-
Makrophagen mit freien Fettsäuren nachgeahmt wird. Pathophysiologisch entsteht die 
Lipotoxizität bspw. durch eine ungehemmte Aufnahme von oxLDL und eine anschließende 
Freisetzung der Fettsäuren; daraus resultieren intrazelluläre, toxische Konzentrationen an freien 
Fettsäuren, die zum Absterben der Zellen führen (BROOKHEART et al. 2009). Das Manuskript 4 
deckt durch die Inkubation mit freien Fettsäuren den zweiten Teil des pathophysiologischen 
Prozesses ab. WALLERT et al. (2014a) untersuchten den ersten Teil des Prozesses und zeigten, dass 
bei einer Inkubation von THP-1-Makrophagen mit 50 mg/l oxLDL durch die Metabolite eine 
Reduktion der oxLDL-Aufnahme vermittelt wird. Es liegt nahe, dass diese beiden Prozesse 
ineinandergreifen und bei einer Inkubation der Zellen mit erhöhter oxLDL-Konzentration eine 
Lipotoxizität durch die LCM vermindert werden kann. Dies kann in separaten 
Bestätigungsexperimenten geprüft werden. Dazu bietet sich eine Inkubationsmatrix aus 
steigenden Konzentrationen an oxLDL und LCM an (ähnlich, wie sie im Manuskript 4 für 
Stearinsäure und LCM angewendet wird).  
Interessant wäre außerdem die Untersuchung der intrazellulären Fettsäuregehalte. Basis dafür 
sind Hinweise aus genomweiten RNA-Arrays, die eine LCM-vermittelte Induktion der Stearoyl-
Coenzym-A-Desaturase (SCD)-Expression aufzeigen. Dieses Enzym ist für die Dehydrierung von 
Stearinsäure zu Ölsäure zuständig (IWAI et al. 2016). Es wurde gezeigt, dass die ungesättigte 
Ölsäure ein geringeres Potential zur Lipotoxizität besitzt als die gesättigte Stearinsäure 
(RABKIN et al. 2009). Wenn die eingesetzten LCM eine vermehrte Umsetzung der Stearinsäure zu 
Ölsäure bewirken, könnte dies die LCM-abhängige Hemmung der stearinsäurevermittelten 
Lipotoxizität erklären. Durch Untersuchungen der intrazellulären Fettsäuregehalte oder durch 
eine Aktivitätsmessung der SCD kann diese Vermutung überprüft werden.  
Ein Ansatzpunkt für weitere Experimente ist der dem Manuskript 4 zugrundeliegende 
Mechanismus. Durch Kombinationsexperimente mit spezifischen Inhibitoren möglicherweise 
beteiligter Signalproteine oder auch mit Hilfe eines entsprechenden Knockdowns dieser Signal-
proteine, kann ihr Einfluss auf die LCM-vermittelten Effekte untersucht werden. Hinweise zu 
geeigneten Signalproteinen werden von den beiden anderen Doktoranden der Arbeitsgruppe 
geliefert. Um diesen Arbeiten nicht vorzugreifen, bleiben die Zielproteine an dieser Stelle 
unbenannt.  
7.2.2 Betrachtung des gewählten Modells 
Die experimentellen Studien dieser Arbeit liefern wichtige Einblicke in die biologischen Effekte der 
LCM, wobei diese Ergebnisse zunächst nur unter den jeweils spezifischen Bedingungen gelten. 
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7.2.2.1 Einsatz der LCM im In-vitro-Modell 
Alle Arbeiten werden in vitro durchgeführt. Die verhältnismäßig simple Zellkultur wird der 
Komplexität des Organismus jedoch nicht gerecht. Daher können die In-vitro-Ergebnisse nicht 
direkt auf systemische Prozesse und Regulationen übertragen werden.  
Die Wahl der verwendeten Zellen basiert auf dem Wunsch, vorrangig humane Zellen zu 
verwenden, um die Übertragbarkeit auf den Menschen zu erleichtern. Außerdem sollen Zellen 
eingesetzt werden, die in der Atherogenese eine entscheidende Rolle spielen. Die Wahl fällt 
hierbei auf Makrophagen, die durch ihre ungehemmte Aufnahme von oxLDL zu Schaumzellen 
transformieren, durch Überladung mit Lipiden schließlich in den Zelltod gehen und den 
nekrotischen Lipidkern der atherosklerotischen Plaques bilden (WALLERT et al. 2014b). 
Für die Manuskripte 1 und 4 werden humane THP-1-Monozyten gewählt, welche mittels 
spezifischer Reagenzien (β-Mercaptoethanol und Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA)) zu 
Makrophagen ausdifferenziert werden können (AUWERX et al. 1992). Diese Zellen werden häufig 
als Modell für primäre Makrophagen verwendet, da sie diesen nach der PMA-Stimulation sehr 
ähnlich sind (LUND et al. 2016). THP-1-Makrophagen wurden in allen Untersuchungen eingesetzt, 
die sich mit der zellulären Lipidhomöostase beschäftigen.  
Ein zweiter wichtiger Prozess in der Atherogenese ist die Regulation der Inflammation, welche in 
den Manuskripten 1 bis 3 untersucht wird. Humane Makrophagen stellen hierfür ein schlechtes 
Modell dar, da ihnen das funktionelle Enzym iNOS fehlt (GROSS et al. 2014). Somit können Unter-
suchungen zur Regulation der iNOS oder des inflammatorischen Mediators NO nicht in THP-1-
Makrophagen durchgeführt werden. Aus diesem Grund wurden murine RAW264.7-Makrophagen 
als Modellsystem eingesetzt. Die Verwendung der Zellen für diesen Einsatzzweck ist bereits 
vielfach beschrieben (TAYLOR et al. 2003) und diese Zellen stellen ein etabliertes Modell dar.  
7.2.2.2 Eingesetzte Konzentrationen der LCM 
Die eingesetzte Konzentration der LCM (13’-OH: 10 µM, 13’-COOH: 5 µM) sollte kritisch betrachtet 
werden. Zur Bewertung, ob diese Konzentrationen physiologisch sind, muss derzeit der Vergleich 
mit den humanen Serumkonzentrationen herangezogen werden, da die Konzentrationen in den 
Zielgeweben und damit in den Zielzellen unbekannt ist (siehe Lösungsansätze unter Kapitel 7.3.4). 
GIUSEPPONI et al. (2017) zeigten kürzlich, dass α-13’-COOH im Serum von gesunden Freiwilligen 
basal in einer Konzentration von etwa 1,2 nM vorliegt. Nach einer Supplementation mit 1000 IU 
RRR-α-TOH für eine Woche konnten ~ 2,4 nM α-13’-COOH detektiert werden. Alle ver-
öffentlichten Daten zu den Serumkonzentrationen der LCM beruhen auf der Messung von drei 
Probanden (normolipämisch, im Alter von 27 bis 37 Jahren, zwei männlich und eine weiblich; 
CIFFOLILLI et al. 2015; GIUSEPPONI et al. 2017; WALLERT et al. 2015). Diese Ergebnisse müssen daher 
durch weitere Messungen abgesichert werden (siehe Kapitel 7.3.3). Dennoch sind die Daten 
ausreichend valide, um zu dem Schluss zu gelangen, dass die in den Manuskripten 1 bis 4 
eingesetzten Konzentrationen supraphysiologisch sind (Vergleich der Größenordnung: nM in vivo 
und µM in vitro). 
Die Serumkonzentrationen der LCM liefern zwar einen ersten Anhaltspunkt, inwiefern die in vitro 
eingesetzten Konzentrationen physiologisch sind, aber relevanter wären für einen Vergleich die 
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Konzentrationen in den Zielzellen in vivo, in diesem Falle in den Makrophagen der Arterien. Erste 
Versuche nähern sich diesem Ansatzpunkt, im dem die intrazellulär erreichbare Konzentration der 
LCM in unterschiedlichen Zellen ermittelt wird. Die Ergebnisse zu den RAW264.7- und den THP-1-
Makrophagen wurden bereits unter Kapitel 7.1.2 beschrieben. Andreas Koeberle nähert sich der 
In-vivo-Situation etwas mehr an, in dem er in vitro primäre, polymorphkernige neutrophile 
Leukozyten (PMNL) mit 100 nM α-13’-COOH inkubiert. Er gibt eine intrazelluläre Konzentration 
von ~ 50 µM α-13’-COOH an (unveröffentlichte Daten, mündliche Mitteilung von Andreas 
Koeberle).  
Offenbar bestehen relativ große Unterschiede in der Aufnahmekapazität der Zellen (100 nM 
extrazellulär führt zu 50 µM intrazellulär in PMNL, bzw. 5 µM extrazellulär führt zu 4 µM 
intrazellulär in THP-1-Makrophagen). Hierbei können mehrere Faktoren eine Rolle spielen. Zum 
einen werden für die Untersuchungen Zellen unterschiedlicher Herkunft (primäre Zellen vs. 
Zelllinie) und unterschiedlicher Art (PMNL vs. Makrophagen) verwendet, die unter Umständen 
unterschiedliche Affinitäten zu den LCM aufweisen. Dies wird auch in den Aufnahmeexperimenten 
aus Projekt 2 deutlich, bei denen solche Unterschiede zwischen THP-1-Makrophagen und 
RAW264.7-Makrophagen gezeigt werden (siehe Kapitel 7.1). Weiterhin könnten die unter-
schiedlichen Inkubationskonzentrationen einen Einfluss auf die Aufnahmeeffizienz haben. 
Abschätzen kann man dies durch konzentrationsabhängige Aufnahmeexperimente, wie sie im 
weiteren Verlauf der Diskussion erläutert werden (siehe Kaptiel 7.3.8).  
Die Analytik der gerade beschriebenen Ergebnisse erfolgte in unterschiedlichen Laboren, mit 
unterschiedlichen Proben und wurde mit Hilfe unterschiedlicher Verfahren durchgeführt. Um 
sicherzustellen, dass die Analyse der Proben gut übereinstimmt, könnte dieselbe Probe labor-
übergreifend vermessen und die Ergebnisse im Anschluss verglichen werden. Dies ist für andere 
Laborwerte in Form von Ringversuchen Standard (ALBANO & CATEN 2014).  
Zur endgültigen Plausibilitätsprüfung der Daten wären allerdings Informationen zu den 
tatsächlichen Gewebekonzentrationen der LCM hilfreich. Unter Kapitel 7.3.4 werden Strategien 
dazu beschrieben.  
Der Einsatz von supraphysiologischen Konzentrationen ist für In-vitro-Experimente allerdings 
nichts Ungewöhnliches. Häufig werden Substanzen deshalb in vitro in höheren Konzentrationen 
eingesetzt, um grundsätzliche Wirkprinzipien aufzuklären. In dem Falle dieser Arbeit sollte zudem 
die Vergleichbarkeit zu vorangegangenen Studien gewährleistet werden. Künftig sollen die 
Untersuchungen teilweise unter Verwendung von niedrigeren LCM-Konzentrationen durch-
geführt werden (z.B. 100 nM, wie von Andreas Koeberle bereits vorgeschlagen). 
7.2.2.3 Art und Form der LCM 
Die eingesetzten LCM liegen als Enantiomergemisch vor und entsprechen damit nicht den 
physiologischen Metaboliten. Falls enantiomerreine LCM mit vertretbarem Aufwand synthetisiert 
werden könnten, wäre die Überprüfung möglich, ob die in diesen Studien eingesetzten, 
verhältnismäßig hohen Konzentrationen zur Erzielung der Effekte nötig sind, da die „Effektor-
struktur“ nur ein Achtel des vorliegenden Substanzgemisches ausmacht. Wie bereits erwähnt 
wurde, legen die Daten von JANG et al. (2016) einen anderen Schluss nahe (siehe Kapitel 7.1). 
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Der Metabolismus von Vitamin E verläuft in Abhängigkeit von der Vitaminform in unter-
schiedlicher Effektivität (Manuskript 6). Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse wurden mit 
α- und δ-LCM erzielt. Physiologisch ist allerdings α-TOH besonders gut vor dem Abbau geschützt 
(LEONARD et al. 2005) und δ-TOH spielt in der Ernährung eine untergeordnete Rolle 
(MAHABIR et al. 2008). Es wäre daher zu erwarten, dass die Serumkonzentrationen der α- und 
δ-LCM gering ist. Die Untersuchung der γ-LCM könnte physiologisch bedeutsamer sein, da γ-
TOH insbesondere in den USA besonders reichlich verzehrt wird (JIANG et al. 2001) und aufgrund 
der höheren Abbaurate für γ-TOH, eine höhere Konzentration an γ-LCM denkbar wäre. Eine 
Bestätigung in Form einer γ-LCM-Serumanalytik steht noch aus. Die Untersuchung der γ-LCM 
in vitro gestaltet sich derzeit schwierig, da die Synthese der γ-LCM bislang nicht im größeren 
Maßstab möglich ist. Kürzlich wurde aber die γ-GA aus Garcinia amplexicaulis (mit einer 
bescheidenen Ausbeute von 6 mg γ-GA aus 270 g Rindenmaterial) isoliert (ALSABIL et al. 2016). 
Parallel zur Semisynthese der α- und δ-LCM könnten, ausgehend von der γ-GA, die γ-LCM 
synthetisiert werden. Dies ist sicherlich ein interessanter Ansatz, welcher das Wissen um die LCM 
erweitern würde.  
Die detaillierte Untersuchung der α-LCM ist dennoch lohnenswert: es kann spekuliert werden, 
dass die Favorisierung von α-TOH in der Leber, bzw. die feinmaschige Regulation des α-TOH-
Abbaus auf der Tatsache basiert, dass α-13’-COOH der aktive, hormonähnliche Metabolit des 
α-TOH ist. Ob diese Vermutung sich bewahrheitet, wird sich in den nächsten Jahren bzw. 
Jahrzehnten zeigen, wenn das Wissen um die LCM vertieft wurde. 
7.3 Physiologie der LCM 
Beinahe alle hier diskutierten Limitationen der Studien zielen auf die Unterschiede zwischen den 
Versuchsbedingungen und der physiologischen Situation ab. Trotzdem sind die bisherigen 
Ergebnisse von entscheidender Bedeutung, da z.B. die antiinflammatorische Wirkung der LCM 
in vitro und in vivo sehr gut übereinstimmen.  
Für eine Anpassung der In-vitro-Experimente ist eine tiefgründige Aufklärung der LCM-
Physiologie nötig. Im Moment sind hierfür noch zu viele Fragen offen: z.B. die Transportform der 
LCM im Blut, das Ort-Zeit-Profil bei der Entstehung der LCM im Körper, die Interaktion der 
unterschiedlichen Vitamin-E-Formen bei der Bildung ihrer Metabolite oder auch die Beein-
flussung der LCM-Konzentration durch physiologische und pathophysiologische Zustände.  
7.3.1 Analytik der LCM 
Basis für beinahe alle weiterführenden Experimente stellt eine optimierte und zuverlässige 
Analytik der Metabolite dar. Marc Birringer und Alexander Maxones stellen hierfür eine 
Analytikplattform zur Verfügung. Sie nutzen erstmalig ein Hybrid-Festphasenextraktionssystem 
(hybrid solid phase extraction, Hybrid-SPE), welches die Phospholipidfraktion der Probe bindet 
und somit einen relevanten Störfaktor für die LC-MS-Analyse entfernt (Projekt 2). Damit bleiben 
alle Metabolite und Vorstufen in der Probenmatrix enthalten und das Problem der 
Polaritätsunterschiede bei der Flüssig-Flüssig-Extraktion wird elegant umgangen. Weiterhin sollen 
alle Metabolite (SCM, LCM und TOH) in einem Lauf detektierbar sein. Problematisch sind dabei, 
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wie schon in der Einleitung erwähnt wurde (siehe Kapitel 2.1), die großen Konzentrations-
unterschiede insbesondere zwischen den Metaboliten und ihren Vorstufen, wenn z.B. Serum 
vermessen werden soll. Eine Kombination dreier massenspektrometrischer Einheiten könnte eine 
zusätzliche Fraktionierung der Proben die Messung der TOH-Konzentration ermöglichen. Geplant 
ist hierbei die Vermessung eines TOH-Fragments, dessen Konzentration innerhalb des 
Detektionsbereichs liegt und das einen linearen Zusammenhang zur TOH-Konzentration zeigt. 
Falls dies erfolgreich wäre, könnten in einem relativ kleinen Probenvolumen (100 µl für 
Blutproben) alle Metabolite und Vorläufer in einem chromatographischen Lauf detektiert werden. 
Für den routinemäßigen Einsatz in großen Humanstudien muss das benötigte Probenvolumen 
allerdings weiter verringert werden, da möglichst viele Messungen mit dem meist limitierten 
Probenmaterial durchgeführt werden sollen. 
7.3.2 Wahl der Testsysteme 
Der Einsatz der LCM im Tiermodell würde einige Limitationen der In-vitro-Experimente 
überwinden. Wichtig sind hierbei die richtige Dosisfindung (siehe Kapitel 7.3.3 bis 7.3.5), die Art 
der Applikation (siehe Kapitel 7.3.7), der Zeitpunkt des Versuchsendes (siehe Kapitel 7.3.5) sowie 
die Wahl eines geeigneten Modellsystems. Dabei müssen die Fragen nach dem Modelltier, dem 
genetischen Hintergrund und der untersuchten Erkrankung geklärt werden. Die Basis dafür ist 
eine gute Charakterisierung der LCM, um die genannten Entscheidungen sinnvoll treffen zu 
können. Dafür wiederum können die In-vitro-Experimente hilfreich sein, um erste Hinweise z.B. 
auf ein geeignetes Modellsystem zu gewinnen. So erscheinen Modelle, bei denen die Regulation 
der Inflammation eine Rolle spielt auf Grundlage der hier vorgestellten Daten vielversprechend 
(zur Datenlage siehe Kapitel 7.1, für künftige Projekte siehe Kapitel 7.4.2).  
Die direkte Übertragbarkeit der Daten aus dem Maus- oder Rattenmodell auf den Menschen ist 
aber dennoch nicht gegeben. Eine Übersicht zu den Ähnlichkeiten und den Unterschieden des 
Vitamin-E-Metabolismus bei Nagern und Menschen kann der Dissertation von WALLERT (2014) 
entnommen werden. Die Homologie in der Beteiligung der Enzymsysteme und der entstehenden 
Metabolite wird dort deutlich. Im Menschen wurde bislang hingegen eine größere Anzahl an 
Konjugaten beschrieben. Ob diese Konjugate (z.B. Sulfate) im Nager nicht entstehen oder bisher 
lediglich nicht nachgewiesen wurden, bleibt noch zu klären. 
Mit dem derzeitigen Wissen sind Untersuchungen, welche auf einer Applikation der LCM im 
Menschen beruhen, nicht verantwortbar, da die Sicherheit für die Probanden derzeit nicht 
gegeben ist. Zu komplex sind die möglichen Interaktionen der LCM im Organismus und zu gering 
ist im Vergleich dazu das derzeitige Wissen um die biologischen Effekte der LCM. Aus diesem 
Grund beschränken sich die Möglichkeiten der Humanstudien zurzeit auf der Charakterisierung 
der Transportwege der natürlich gebildeten LCM, der physiologischen LCM-Serumkonzentration 
im gesunden, wie im pathologischen Zustand und der Regulation des Vitamin-E-Metabolismus 
im basalen und Vitamin-E-supplementierten Zustand.  
7.3.3 Physiologische und pathophysiologische Serumkonzentrationen 
Das Screening der LCM-Serumspiegel von Gesunden und Erkrankten würde einen guten Einblick 
über die physiologischen Konzentrationen der LCM geben und so möglicherweise eine 
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Anpassung der eingesetzten Konzentration bei zukünftigen In-vitro- und In-vivo-Experimenten 
ermöglichen. Die bislang publizierten LCM-Serumkonzentrationen basieren auf der Vermessung 
von drei Probanden (CIFFOLILLI et al. 2015; GIUSEPPONI et al. 2017; WALLERT et al. 2014a). Zur 
Absicherung dieser Daten wäre daher eine größere Probenzahl essentiell. Weiterhin würden die 
Informationen aus Erkrankten unter Umständen Hinweise liefern, welche Mechanismen an der 
Bildung, dem Transport oder der Verteilung der LCM beteiligt sind. In einer kleinen Vorabstudie 
wurden Serumproben von Gesunden (Projekt 2) und von Hypercholesterolämiepatienten 
vermessen. Die Ergebnisse sind allerdings noch ausstehend. GIUSEPPONI et al. (2017) untersuchten 
Patienten mit chronischem Nierenversagen (chronic kidney disease, CKD) und fand für 
α-13’-COOH und α-13’-OH (jeweils einschließlich nicht identifizierter Peaks, die Isomere darstellen 
könnten) verringerte Werte. Dies deutet darauf hin, dass in CKD-Patienten die ersten Schritte des 
enzymatischen Abbaus gestört sein könnten. 
7.3.4 Gewebeverteilung  
Für die Optimierung der In-vitro-Versuche ist das Wissen um die LCM-Konzentration in den 
Zielgeweben oder den Zielzellen noch wesentlicher. Diese kann in Versuchstieren untersucht 
werden. Hierfür können die Konzentrationen basal, nach Vitamin-E-Supplementation oder nach 
LCM-Verabreichung gemessen werden, um z.B. einen Eindruck über die Affinität der Metabolite 
zu möglichen Speichergeweben zu gewinnen. Für den Bezug zu den hier vorgestellten Daten ist 
die Untersuchung von z.B. Aorten oder spezifischer, der enthaltenen Makrophagen, relevant. 
Weitere interessante Gewebe wären Muskel und Fettgewebe als Hauptspeicherort für Vitamin E 
(BJØRNEBOE et al. 1990) sowie die Leber, welche als Kurzzeitspeicher für Vitamin E dient 
(MACHLIN & GABRIEL 1982) und überwiegend für dessen Metabolisierung verantwortlich ist 
(BARDOWELL et al. 2012). Weiterhin ist das Gehirn interessant, da bei Mangel an Vitamin E kognitive 
Dysfunktionen beobachtet werden (FUKUI et al. 2015). Unter Supplementation steigt die α-TOH-
Konzentration im Herzen dosisabhängig (MUSTACICH et al. 2007), weshalb Veränderungen in der 
LCM-Konzentration vermutet werden könnten. Aktuelle Analysen von GIUSEPPONI et al. (2017) 
zeigen, dass CKD-Patienten einen beeinträchtigten Vitamin-E-Metabolismus besitzen. Daher 
erscheint die Untersuchung der LCM-Konzentration in der Niere aufschlussreich. Aktuelle, 
unveröffentlichte Daten von Maria Wallert deuten auf eine Zunahme des Milzgewichtes unter 
α-13’-COOH-Applikation hin (unveröffentlichte Daten, mündliche Mitteilung). Daher scheint dies 
ebenfalls ein lohnenswertes Zielgewebe darzustellen.  
Um die Relevanz im Menschen einzuschätzen, wären die humanen Gewebekonzentrationen der 
LCM höchst interessant. Aufgrund offensichtlicher ethischer Hindernisse für solche Messungen 
bei gesunden Probanden sollte geprüft und diskutiert werden, ob eine LCM-Analyse von 
Obduktionsmaterial ausreichende Informationen liefert. Alternativ kann in Kooperation mit einem 
Klinikum Operationsmaterial gewonnen werden. Dies bietet den Vorteil, dass unter Umständen 
das Ernährungsverhalten der Patienten abgefragt werden kann und damit mehr Informationen 
vorliegen als beim Obduktionsmaterial. Für erste Hinweise zu den humanen Gewebekonzen-
trationen können beide Probenarten sehr gut genutzt werden. Allerdings sollte beachtet werden, 
dass diese unter Umständen von den Konzentrationen in gesunden Probanden abweichen 
können. 
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Neben der Gesamtgewebekonzentration kann auch die zellspezifische und die subzelluläre 
Verteilung der LCM aufgeklärt werden, welche in F1 adressiert wurde. Durch die Isolation von 
Zelltypen aus Geweben könnten spezifische Zielzellen identifiziert und in weiteren In-vitro-
Studien adressiert werden. Bei der Aufklärung der subzellulären Verteilung könnten Speicher- 
und Wirkorganellen identifiziert werden. Der Vergleich von extrahepatischen Zellen zu Leber-
zellen lässt unter Umständen spezifische Verteilungsmuster erkennen und könnte erste Einblicke 
in biologische Mechanismen erlauben. So gibt das LCM-Verteilungsmuster in Leberzellen z.B. 
Hinweise auf den Ort des Vitamin-E-Metabolismus (MUSTACICH et al. 2010). Sollte sich in 
extrahepatischen Zellen das Verteilungsmuster unterscheiden, könnte dies möglicherweise den 
Ort der LCM-Aktivität anzeigen und Untersuchungen dort lokalisierter Stoffwechselvorgänge 
ermöglichen. Für andere Metabolite ist Ähnliches bereits beschrieben: so akkumulieren von 
epigenetischen Enzymen benötigte Metabolite (epigenetic enzyme required metabolites, EERM) 
am Ort ihrer zukünftigen Verwendung (ZHAO et al. 2016). Die Überprüfung dieser These ist 
sicherlich lohnenswert. 
Zur praktischen Umsetzung liegen zwei Konzepte vor, nämlich die Fraktionierung und die RAMAN-
spektroskopische Analyse der Zellen. Die Fraktionierung der Zellen stellt dabei den klassischen 
Ansatz dar. MUSTACICH et al. (2010) fraktionierte die untersuchten Zellen in Mikrosomen, 
Peroxisomen und Mitochondrien. Basierend auf unveröffentlichten Arbeiten von Martin Schubert 
wäre die Untersuchung der nukleären Fraktion und aufgrund der lipophilen Eigenschaften der 
LCM die Analyse der Membranfraktion interessant. Die Anwendung verschiedener Verfahren, wie 
die Dichtegradienten- oder differentielle Zentrifugation sowie der Einsatz von speziellen Homo-
genisatoren (DOUNCE-Homogenisator zum spezifischen Erhalt der intakten Organellen, z.B. 
Nuclei; GRAHAM 2002) ermöglichen die subzelluläre Fraktionierung. Die Überprüfung der Reinheit 
der einzelnen Fraktionen kann mittels Western-Blot oder auch durch eine massenspektro-
metrische Analyse anhand von spezifischen Markerproteinen erfolgen (DRISSI et al. 2013).  
Darüber hinaus könnte eine RAMAN-spektroskopische Analyse von Zellen, die zuvor mit 
deuterierten LCM inkubiert wurden, einen Einblick in das intrazelluläre Verteilungsmuster bieten. 
In einem Kooperationsprojekt mit Clara Stiebing (Leibniz-Institut für Photonische Technologien, 
Jena) wurde ein ähnlicher Ansatz für deuterierte Fettsäuren, welche in oxLDL eingebracht und 
dann THP-1-Makrophagen angeboten wurden, bereits erfolgreich getestet (STIEBING et al. 2017).  
7.3.5 Pharmakokinetik der LCM 
Zur Festsetzung sinnvoller Behandlungs- oder Inkubationszeiten ist es wichtig, die LCM-Bildung 
und -Verteilung näher zu kennen. Zur Aufklärung der LCM-Pharmakokinetik wird den 
Testpersonen oder -tieren eine definierte Dosis an Vitamin E verabreicht, zu unterschiedlichen 
Zeitpunkten werden Blut oder im Falle der In-vivo-Studien Gewebe entnommen und anschließend 
die darin enthaltene Konzentration der LCM bestimmt. Aus diesen Daten kann ein Zeit-Ort-
Verteilungsprofil erstellt werden. Diese Informationen sind für nachfolgende In-vivo-Studien von 
herausragender Bedeutung. Nur so kann sichergestellt werden, dass der Endpunkt der Studie 
zeitlich optimal gewählt wird und die LCM am gewünschten Wirkort zur Verfügung stehen.  
Denkbar wäre außerdem der Einsatz von deuteriertem Vitamin E, um ausschließlich die neu-
gebildeten Metabolite zu erfassen. Diese Experimente würden die Daten von TRABER et al. (2017) 
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um das Wissen für die LCM erweitern. Sie verabreichten Testpersonen 15 mg deuteriertes RRR-
α-TOH und analysierten innerhalb der nachfolgenden 72 h mehrfach die Serum- und Urinkonzen-
trationen der SCM (α-CEHC und α-CMBHC).  
In sogenannten Dosis-Wirkungsstudien kann die Konzentration der gebildeten LCM (im Blut und 
Geweben) in Abhängigkeit von der zur Verfügung stehenden Vitamin-E-Konzentration ermittelt 
werden. Die Erkenntnisse dieser Studien dienen der Dosisfindung in kommenden In-vivo-Studien. 
Darüber hinaus ist die Durchführung solcher Studien auch in vitro essentiell, da auf diese Weise 
eingeschätzt werden kann, ob in Abhängigkeit von der eingesetzten Zelllinie ein Metabolismus 
der Testsubstanzen stattfindet. Für Leberzellen ist dieser bereits beschrieben (BIRRINGER et al. 
2010). Aktuelle Daten von Marc Birringer deuten darauf hin, dass α-TOH von THP-1-
Makrophagen, RAW264.7-Makrophagen und humanen Fibroblasten nicht abgebaut wird, wobei 
hingegen α-13’-OH zu α-13’-COOH abgebaut wird (siehe Kapitel 7.1.2). Ob eine weitere 
Metabolisierung von α-13’-COOH stattfindet, kann aufgrund fehlender Daten derzeit nicht 
eingeschätzt werden. Allerdings deuten die aktuellen In-vitro-Daten eher auf eine intrazelluläre 
Akkumulation von α-13’-COOH hin (Projekt 2; siehe außerdem Kapitel 7.3.8). Falls dies der Fall 
wäre und eine Bioaktivierung von α-13’-OH zu α-13’-COOH zur vollen biologischen Effektivität 
nötig wäre, wäre die Kenntnis der verantwortlichen Enzyme wertvoll. Möglicherweise gibt die 
subzelluläre Verteilung der LCM (siehe Kapitel 7.3.4) erste Hinweise auf die beteiligten Enzyme.  
7.3.6 Charakterisierung der Regulation des Metabolismus 
Die Identifizierung der beteiligten Enzyme kann über Inhibitoren oder auch spezifische 
Transfektionsansätze erfolgen. Um die Zahl der möglichen Enzyme einzugrenzen, kann das 
intrazelluläre Verteilungsprofil der Metabolite (siehe Kapitel 7.3.4) hilfreich sein. So lässt der 
Vergleich der Hauptbildungsorte mit den potentiellen Enzymkandidaten eventuell eine 
Schnittmenge entstehen, die dann experimentell untersucht werden kann.  
Vielversprechende Kandidaten sind hierbei Enzyme, für die Substrate mit einer Strukturähnlichkeit 
zu den LCM beschrieben sind. Die Beteiligung von CYPs am initialen Schritt des Vitamin-E-
Metabolismus ist bereits vielfach dokumentiert (siehe Kapitel 1.9). Aus chemischer Sicht sind an 
der Bildung von α-13’-COOH aus α-13’-OH zunächst eine Aldehyd- und dann eine Alkohol-
dehydrogenase beteiligt (MUSTACICH et al. 2010). Im Anschluss könnte aufgrund der hohen 
Strukturähnlichkeit der Abbau der Seitenkette unter Beteiligung der Enzyme für den Abbau der 
verzweigtkettigen Fettsäuren ablaufen (MUSTACICH et al. 2010). Dies liefert erste Anhaltspunkte zur 
Identifizierung der spezifischen Enzyme.  
Auf Basis des unter Kapitel 7.1.2 beschriebenen Metabolismus von α-13’-OH zu α-13’-COOH in 
den In-vitro-Modellen muss derzeit davon ausgegangen werden, dass die beschriebenen Effekte 
für α-13’-OH durch eine Interaktion oder Überlagerung der Effekte von α-13’-OH selbst und dem 
neugebildeten α-13’-COOH entstehen. Falls die gerade erläuterten Anstrengungen zur 
Identifikation der verantwortlichen Enzyme erfolgreich wären, könnte der Einsatz von spezifischen 
Inhibitoren oder einen siRNA-vermittelten Knockdown Klarheit über die Einflussgröße der 
jeweiligen Metabolite bringen. 
Durch den Vorschlag von Marc Birringer die LCM chemisch zu modifizieren, um ihren 
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intrazellulären Abbau zu unterbinden, ergibt sich ein weiterer Lösungsansatz zu dieser 
Problematik. Dies könnte durch eine Substitution einzelner Wasserstoffatome durch Fluoratome 
erfolgen, wodurch die LCM der β-Oxidation nicht mehr zugänglich wären. Diese LCM wären dann 
auch für den Einsatz in Vitamin-E-metabolisierenden Zellen geeignet. Über diesen Ansatz könnte 
aufgeklärt werden, ob die α-13’-OH-Effekte auf der Umwandlung zu α-13’-COOH beruhen, oder 
ob die Hydroxychromanole selbst auch eine Bioaktivität besitzen.  
Parallel zum Abbau des Vitamin E verläuft die Konjugation der γ- und δ-Metabolite mit z.B. 
Sulfatgruppen (Nachweis in vitro in A549-Zellen, siehe Kapitel 1.9; JIANG et al. 2007). JIANG et al. 
(2008) zeigten, dass die sulfatierten Metabolite keine biologische Aktivität aufweisen (siehe Kapitel 
2.4.1). Die Konjugation der α-LCM ist bislang noch nicht beschrieben. Unveröffentlichte Daten 
weisen aber darauf hin, dass die α-LCM im Serum sowohl als Sulfate als auch als Glucuronide 
vorliegen (wobei keine weiteren Dekonjugationsenzyme getestet wurden; Projekt 2). Ungeklärt ist 
außerdem, ob die α-LCM in vitro in den hier eingesetzten Zelllinien (THP-1- und RAW264.7-
Makrophagen) konjugiert werden und ob zellspezifische Unterschiede vorliegen. Sollte sich 
herausstellen, dass in vitro keine α-LCM-Konjugate gebildet werden, liegen die Metabolite in 
biologisch aktiver Form vor. Falls in vivo ein größerer Anteil der Metabolite als Konjugate und 
damit in biologisch inaktiver Form vorliegt, würde dies die Übertragbarkeit der Daten von in vitro 
auf in vivo erschweren. 
7.3.7 Transport der LCM im Organismus 
Das Wissen um die physiologische Transportform der LCM im Blut und ihre Verteilung im 
Organismus ist für eine Anpassung der Inkubationsbedingungen in vitro essentiell. Ausgehend 
von der Transportform für Vitamin E (Manuskript 6) und der lipophilen Eigenschaften der LCM 
kann spekuliert werden, dass die LCM im Blut ebenfalls über die Lipoproteine transportiert 
werden.  
Für die Aufklärung kann humanes Plasma per sequentieller Ultrazentrifugation in die Lipoprotein-
fraktionen (Chylomikronen, VLDL, LDL, HDL und lipoproteindepletiertes Plasma) getrennt werden 
und diese anschließend auf ihren LCM-Gehalt hin untersucht werden. Damit kann möglicherweise 
eine Aussage über die vorrangige Transportform für die LCM im Blut getroffen werden. Diese 
Versuche können unsupplementiert oder nach Gabe von Vitamin-E-Präparaten erfolgen, um zeit- 
und konzentrationsabhängige Unterschiede zu erfassen.  
Eventuell existieren auch spezifische LCM-Bindeproteine, die deren Transport vermitteln. In 
extravaskulären Flüssigkeiten mit geringem Lipoproteingehalt vermittelt z.B. Afamin den 
Transport von α- und γ-TOH (HUBALEK et al. 2014). Daher wäre dieser Fall auch für die LCM 
denkbar. Ähnlich zu den Fishing-Experimenten könnte die Bindung von vaskulären oder im 
weiteren Verlauf auch von extravaskulären Proteinen ermittelt werden. Denkbar wäre außerdem 
eine unspezifische Bindung der LCM an Serumproteine. 
Ziel der Untersuchungen der vorliegenden Arbeit ist das Nachahmen der physiologischen 
Bedingungen in den In-vitro-Versuchen. Es besteht die Möglichkeit, dass die LCM in Abhängigkeit 
von ihrer Applikationsform unterschiedliche Effekte vermitteln. Angenommen, die LCM würden 
vorrangig über LDL transportiert, dann würden sie auch über den LDL-typischen Internali-
sierungsweg in die Zelle aufgenommen und dann möglicherweise aus den Lysosomen freigesetzt 
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werden. Voraussichtlich unterscheidet sich dieser Prozess von den Prozessen, wie sie durch die 
bisherigen Applikationen (serumfreie Inkubation im Lösungsmittel Dimethylsulfoxid (DMSO)) 
herbeigeführt wurden. 
7.3.8 Zelluläre Aufnahme 
Die Frage nach der zellulären Aufnahme der LCM (F1) bleibt Gegenstand der aktuellen Forschung 
und ist vermutlich, wie in 7.3.7 beschrieben, von der Applikationsform abhängig. Gerade für die 
Interpretation der In-vitro-Daten ist dieses Wissen allerdings essentiell. Aus vorläufigen Daten 
kann geschlussfolgert werden, dass ein aktiver Aufnahmeprozess zur Anreicherung der LCM in 
den Zellen führt (DMSO-Applikation, serumfreie Inkubation), da für α-13’-COOH eine Aufnahme-
effizienz von etwa 78 % innerhalb von 24 h ermittelt wurde (Projekt 2). Damit liegt eine Aufnahme 
entgegen eines Konzentrationsgradienten vor und dies impliziert die Beteiligung eines aktiven 
Transporters. Weitere, unveröffentlichte Daten von Andreas Koeberle zeigen, dass GA am 
isolierten Enzym eine höhere Aktivität aufweist als α-13’-COOH, während im zellulären Enzym 
α-13’-COOH effektiver in der Regulation des gleichen Enzyms ist als GA. Daher scheinen 
Aufnahmeprozesse für α-13’-COOH die Regulationseffektivität zu beeinflussen.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Konzept erarbeitet, das die Aufnahmeprozesse der LCM in 
die Zellen näher charakterisiert. Die Aufnahmekinetik wird dabei zeit-, konzentrations- und 
temperaturabhängig untersucht, um eine endgültige Bestätigung über die Art des Aufnahme-
prozesses (aktiv oder passiv) zu erhalten. Durch den Einsatz von spezifischen Inhibitoren könnte 
die Art des hypothetischen Transporters charakterisiert werden. So kann die ATP-Bereitstellung 
gehemmt werden (ROMERO-CANELÓN et al. 2012) oder die Beteiligung von Kotransportionen 
bestimmt werden. Dies erfolgt z.B. über Na+-depletierte Medien (BHARDWAJ et al. 2005). Auch 
Inhibitoren für transporterunabhängige Aufnahmeprozesse können eingesetzt werden. So wären 
die energieabhängige Endozytose, die dynaminabhängige Endozytose oder auch die Makropino-
zytose lohnenswerte Ziele (MANN et al. 2016). Weitere relevante Informationen, z.B. zur Stabilität 
der LCM während der Inkubation, könnten durch eine Inkubation der LCM in Medium aber ohne 
Zellen gewonnen werden. Hierbei müsste allerdings beachtet werden, dass Interaktionen mit der 
Zellkulturgefäßoberfläche in diese Betrachtung miteinfließen. Diese Interaktion ist allerdings auch 
für Experimente mit Zellen zu erwarten, da auch in diesem Falle einige Bereiche der Zellkultur-
gefäßoberfläche zellfrei bleiben, z.B. insbesondere der Rand der Gefäße. Über eine Behandlung 
der inkubierten Zellen mit Trypsin könnte der Anteil der intrazellulären LCM ermittelt werden, da 
es denkbar ist, dass die LCM unspezifisch an die zelluläre Oberfläche gebunden sind. Bei diesem 
Ansatz muss allerdings beachtet werden, dass die Kurzzeitinkubation der Zellen mit Trypsin-PBS 
ein Ausströmen der aufgenommenen Substanzen verursachen kann, sodass der Einfluss der 
unspezifischen, zellulären Bindung überschätzt werden würde (TEUSCHER et al. 2017). Der zweite 
Teil der F1 zur subzellulären Verteilung der LCM wurde bereits unter Kapitel 7.3.4 ausführlich 
diskutiert. 
7.4 Laufende Projekte zur Aufklärung der biologischen Effekte der LCM 
Um einen umfassenden Überblick über das LCM-Projekt zu bieten, werden in den folgenden 
Abschnitten Forschungsvorhaben vorgestellt, die unter der Federführung der Autorin oder unter 
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ihrer Mitarbeit derzeit geplant oder durchgeführt werden. 
7.4.1 Projekte auf zellbiologischer Ebene 
Zur Erweiterung der hier vorgestellten Daten zur zellulären Lipidhomöostase wird auch der Export 
von Lipiden (in diesem Fall: Cholesterol) untersucht. Dabei ist das Projekt auf die Regulation des 
Cholesterolexporters ABCA1 durch die LCM fokussiert. Die Expression von ABCA1 wird durch die 
LCM auf mRNA- und Proteinebene gesenkt und erste Hinweise auf die zugrundeliegende 
Signaltransduktion wurden durch Stefan Kluge bereits gewonnen. Der Nachweis der funktionellen 
Relevanz, z.B. über den Cholesterolefflux steht noch aus. Im Rahmen eines Forschungsaufenthalts 
der Autorin in Innsbruck unter der Betreuung von Andreas Ritsch (Arbeitsgruppe Reverser 
Cholesterin Transport, Universitätsklinikum Innsbruck, Österreich) wurde der Efflux mit 
radioaktivmarkiertem Cholesterol für die primären, humanen Fibroblasten angepasst und 
durchgeführt. Dabei zeigten die LCM keinen Einfluss auf den Efflux, wobei auf Proteinebene unter 
gleichen Bedingungen kein ABCA1-Protein nachweisbar war. Die Messung der Radioaktivität im 
Zellkulturmedium lässt keine Aussage zu, ob Cholesterol oder Abbauprodukte, wie Oxysterole 
detektiert werden. Daher wurde die Regulation der Oxysterolbildung durch die LCM in 
Kooperation mit Dieter Lütjohann (Spezielle Lipiddiagnostik, Universitätsklinikum Bonn) mit Hilfe 
eines GC-MS-Ansatzes untersucht. Dabei zeigten sich vielversprechende Änderungen in den 
Oxysterolkonzentrationen, sodass möglicherweise die Diskrepanz zwischen der verminderten 
ABCA1-Expression und dem unveränderten Cholesterolefflux auf diese Weise zu erklären wäre. 
Für den endgültigen Nachweis kann der Oxysterolefflux spezifisch gemessen werden. Als 
Grundlage könnte dabei die Arbeit von HONG et al. (2016) dienen.  
Außerdem wird die Regulation der Cholesterolhomöostase durch die LCM in THP-1-
Makrophagen untersucht und ein Einfluss von α-TOH und α-13’-OH auf die Biosyntheseprodukte, 
nicht aber auf das zelluläre Gesamtcholesterol gefunden. Die Untersuchungen zur Regulation der 
verantwortlichen Enzyme stehen noch aus. 
Mit der Untersuchung der möglichen Genotoxizität der LCM wird das Forschungsgebiet erstmals 
in Richtung Kanzerogenese erweitert. Im Rahmen einer Masterarbeit (Nadine Pritsch, 
Kooperationsprojekt mit Michael Glei (Lehrstuhl für Ernährungstoxikologie, Institut für 
Ernährungswissenschaften, Friedrich-Schiller-Universität Jena) werden genotoxische Effekte der 
GA und α-13’-COOH in RAW264.7-Makrophagen bei hohen Konzentrationen (10 µM) und 
verhältnismäßig kurzen Inkubationszeiten (4 h) gezeigt. Dies geht mit der Regulation von Genen 
einher, die am ROS-Handling (Katalase, Superoxiddismutase), an der Zellzykluskontrolle (p53, p21) 
oder im zellulären Entgiftungssystem (Glutathion-S-Transferasen) eine Rolle spielen. Weiter-
führende Experimente könnten die Induktion einer adaptiven Antwort durch die LCM zeigen. 
Dazu ist z.B. die Expressionsanalyse bzw. die Untersuchung der Translokation von Nrf2 (nuclear 
factor 2) geplant. Für eine Erweiterung des Projektes sind außerdem In-vivo-Genotoxizitäts-
analysen geplant, welche in Proben aus dem nachfolgend beschriebenen Projekt durchgeführt 
werden sollen. 
7.4.2 Projekte in In-vivo-Modellen 
Aufbauend auf den Ergebnissen der Manuskripte 1 und 3, den bereits publizierten Daten, wie sie 
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unter Kapitel 2.4.1 beschrieben wurden und den unveröffentlichten Daten von Maria Wallert und 
Andreas Koeberle, konzentrieren sich die kommenden In-vivo-Studien auf die 
antiinflammatorischen Eigenschaften der LCM. 
Derzeit befindet sich eine Studie an Wistar-Ratten in Vorbereitung, die die Dosis-Wirkungs-
beziehung der LCM in der Endotoxämie untersuchen soll (Hauptverantwortlicher: Adrian Press, 
Universitätsklinikum Jena). Dazu werden die LCM und GA (1 mg/kg Körpergewicht und 10 mg/kg 
Körpergewicht) jeweils eine Stunde vor der LPS-Applikation (10 mg/kg Körpergewicht) 
intraperitoneal verabreicht und Blut sowie Organe werden fünf Stunden nach LPS-Gabe 
entnommen. Dabei soll die Kurzzeitwirkung der Metabolite im Modell der akuten Inflammation 
untersucht werden. Messparameter werden unter anderem Konzentrationen von Zytokinen 
(Tumor-Nekrose-Faktor-α, Interleukin-6, Interleukin-10), der Stoffwechselprodukte der 
Arachidonsäure oder auch der Testsubstanzen selbst im Blut der Tiere sein. In den entnommenen 
Geweben wird der Grad der inflammatorischen Reaktion erfasst und insgesamt die Wirkung der 
LCM und GA bewertet. 
Während sich die gerade beschriebene Studie mit der akuten Inflammation beschäftigt, sind 
Untersuchungen zum Einfluss der LCM auf die stille Inflammation geplant. Im Rahmen einer 
interdisziplinären Forschergruppe (InflammAging, 0045 FGR 2016), die sich aus den Fach-
bereichen Medizin, Pharmazie und Ernährungswissenschaften zusammensetzt und durch die 
Thüringer Aufbaubank gefördert wird, werden die LCM und weitere Naturstoffe in 
biotechnologisch produzierte Nanocellulose eingebracht, um diese als feuchte Wundauflage bei 
chronischen Wunden anzuwenden. Zahlreiche Arbeitsschritte sind hierbei nötig, um die lipophilen 
Naturstoffe zunächst in die hydrophile Nanocellulose einzubringen, ihre Freisetzung zu steuern 
und die biologische Wirksamkeit in vitro und in vivo zu bestätigen. Bei erfolgreicher Umsetzung 
der vorgesehenen Konzepte könnten die wissenschaftlichen Erkenntnisse im klinischen Alltag 
angewendet und damit in die Industrie transferiert werden.  
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8 Zusammenfassung 
Der Metabolismus von Vitamin E ist seit den 1980er Jahren des vergangenen Jahrhunderts 
bekannt, wobei die ersten Abbauprodukte, die LCM, erst im Jahr 2002 beschrieben wurden 
(SONTAG & PARKER). Die biologische Funktion dieser LCM ist ein Forschungsfeld, das bislang nur 
von wenigen Wissenschaftlern bearbeitet wird, obwohl die Erkenntnisse zu einem erneuten 
Richtungswechsel in der Erforschung des Vitamin E führen könnten.  
In der vorliegenden Arbeit wird mit Hilfe von drei Übersichtsarbeiten (Manuskripte 5 bis 7) der 
Einstieg in die Thematik ermöglicht, indem diese den aktuellen Kenntnisstand zu den LCM 
zusammenfassen und die Bedeutung der LCM in den Gesamtforschungskontext einordnen. 
Außerdem werden in den Übersichtsarbeiten Thesen (T1 bis T5) und Forschungsfragen (F1 bis F5) 
für weiterführende Untersuchungen abgeleitet. Die Originalarbeiten (Manuskripte 1 bis 4) 
beschreiben die untersuchten biologischen Effekte der LCM im Hinblick auf die Inflammation und 
die zelluläre Lipidhomöostase, welche beide relevante Vorgänge in der Atherogenese darstellen. 
Dabei wird der Großteil der genannten Thesen adressiert (T1 bis T3) und die Forschungsfragen 
werden partiell (F1 bis F3) bzw. nahezu vollständig beantwortet (F4 und F5). 
Der Einfluss der LCM auf die zelluläre Lipidhomöostase wird hinsichtlich der Aufnahme 
(Manuskript 1) und der Speicherung von Lipiden (Manuskript 4) in humanen Makrophagen 
(THP-1-Makrophagen) untersucht. Die Expression des Oberflächenrezeptors CD36, welcher für 
die Aufnahme von oxLDL verantwortlich ist, wird durch eine Inkubation mit LCM erhöht. Eine 
übermäßige intrazelluläre Akkumulation von Lipiden führt allerdings zur Lipotoxizität. Die LCM 
zeigen in diesem Zusammenhang einen protektiven Einfluss auf die SA-induzierte Lipotoxizität. 
Das lipidtropfenassoziierte Protein PLIN2 wird durch die LCM auf mRNA- und Proteinebene 
induziert und die Neutrallipidspeicherung der Zellen steigt. Durch den PLIN2-spezifischen 
Knockdown wird deutlich, dass die LCM zumindest teilweise über eine PLIN2-Expressions-
steigerung vor der SA-induzierten Lipotoxizität schützen.  
Die Inflammation wird durch eine LPS-Behandlung von murinen RAW264.7-Zellen imitiert. Die 
LCM können die LPS-abhängige Induktion der untersuchten Enzyme auf mRNA-, Protein- und 
funktioneller Ebene hemmen (iNos und Cox2; Manuskripte 1 bis 3). Die Detektion von NO, dem 
Reaktionsprodukt der iNos, ist in Zellkulturüberständen schwierig. Optimierungsstrategien und 
ein zuverlässiges Protokoll für die spezifischen hier eingesetzten Bedingungen werden in 
Manuskript 2 zusammengefasst.  
Das Manuskript 1 beschreibt zwar auch die biologischen Effekte der LCM, im Mittelpunkt steht 
aber der Einfluss der Struktur auf die Effektivität der LCM. Dabei zeigt sich deutlich, dass weder 
die Vorstufen (α- und δ-TOH) noch die Substrukturen (abgebildet durch Pristansäure und 
α-CEHC) die LCM-Effekte erzielen können. Diese sind beinahe unabhängig von der Substitution 
des Chromanolringsystems (α- oder δ-Form), hängen aber entscheidend von der Modifizierung 
der Seitenkette ab (TOH, 13‘-OH, 13‘-COOH). So ist die Regulationseffzienz der Carboxy-
chromanole in geringster Konzentration am größten. Diese Ergebnisse legen einen distinkten und 
spezifischen Regulationsmechanismus für die LCM nahe und bestärken ihre Einordnung als neue 
Klasse regulatorischer Metabolite. Auf der Basis von Manuskript 1 kann die Identifizierung 
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putativer LCM-Rezeptoren angestrebt werden. Sollte dies gelingen, könnte die Homologie zu den 
fettlöslichen Vitaminen A und D bekräftigt werden, da auch ihre Wirkung durch ein physio-
logisches Abbauprodukt vermittelt wird und ein spezifischer Rezeptor identifiziert werden konnte. 
Eventuell deutet sich hier ein Konzept an, das auf alle fettlöslichen Vitamine übertragen werden 
kann.  
Die Erforschung der LCM stellt derzeit eine Nische in der Vitamin-E-Forschung dar, welche aber 
neue und relevante Aspekte zum Gesamtwirkbild des Vitamin E beiträgt. Zahlreiche Ansatzpunkte 
zur Erweiterung und Vertiefung dieses Projektes werden im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
vorgestellt. Das Ziel, die Vitamin-E-Funktion bis zum hundertjährigen Jubiläum im Jahr 2022 
vollständig aufzuklären, erscheint in diesem Licht zwar ambitioniert und anspruchsvoll, die 
Wissenschaft könnte ihm aber mit der Identifizierung putativer LCM-Rezeptoren und der 
Erklärung der molekularen Wirkmechanismen einen entscheidenden Schritt näherkommen.  
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9 Summary 
The metabolism of vitamin E has been unraveled in the 1980s, but the existence of its LCM, the 
first metabolites formed during catabolism, has been shown as late as 2002 by SONTAG & PARKER. 
Since then, only a few scientists investigated the biological effects of the LCM. Nevertheless, 
unraveling a putative biological function of the metabolites could change the point of view for 
vitamin E and its modes of action. 
This thesis provides a comprehensive introduction to the biology of the LCM, as three reviews are 
included (Manuscripts 5 to 7). These manuscripts summarize the current knowledge about the 
LCM, generate working hypotheses (T1 to T5) and ask questions (F1 to F5), which are relevant for 
the progress in this research area. The original publications (Manuscripts 1 to 4) deal with the 
biological effects of the LCM. The studies focus on inflammatory processes and the regulation of 
cellular lipid homeostasis, both of which are relevant in atherogenesis. Here, most of the 
hypotheses (T1 to T3) are addressed and the questions are answered in part (F1 to F3) or almost 
completely (F4 and F5).  
Several new findings are described in this thesis: (i) The LCM regulate the cellular lipid homeostasis 
in human THP-1 macrophages by modulating the uptake (Manuscript 1) and storage of lipids 
(Manuscript 4). The expression of CD36, a scavenger receptor for oxLDL, is induced by the LCM, 
although the LCM inhibit the uptake of oxLDL, likely by impairing its phagocytic uptake. (ii) An 
excessive intracellular accumulation of lipids leads to lipotoxicity. The LCM protect cells from 
stearic acid-induced lipotoxicity. The expression of the lipid droplet-associated protein PLIN2 is 
induced at mRNA and protein level and neutral lipid accumulation is increased by the LCM. The 
protection against lipotoxicity is partially dependent on the LCM-induced PLIN2 regulation, as 
shown by PLIN2-specific knockdown. (iii) The regulation of inflammatory processes was 
investigated in LPS-stimulated murine macrophages (RAW264.7 macrophages). It was shown that 
the LPS-stimulated expression of inflammatory enzymes is efficiently blocked at all levels (mRNA, 
protein and functional level of iNos and Cox2; Manuscripts 1 and 3). (iv) The detection of NO in 
cell culture supernatants is challenging. Manuscript 2 includes optimization strategies and a solid 
protocol for the conditions used for investigating the effects of the LCM in the setup described 
here.  
Apart from the biological effects of the LCM, Manuscript 1 focuses on their structure-function 
relationship. It is evident that neither the precursor (α- or δ-TOH) nor the representatives of LCM-
substructures (pristanic acid or α-CEHC) are able to induce effects similar to that of the LCM. The 
studied effects of the LCM are to a large extent independent from the substitution of the 
chromanol ring system, but highly dependent on the modification of the side-chain. The 
carboxychromanols are the most potent molecules despite a lower concentration used. This 
provides good evidence for a distinct and specific mechanism mediated by the LCM. Furthermore, 
their classification as a new class of regulatory metabolites becomes evident. Following the results 
presented in Manuscript 1, the identification of a putative receptor, specific for the LCM, should 
be the aim of future studies. With the success of this project, the similarity to other fat-soluble 
vitamins, such as vitamins A and D, is supported, since their physiological metabolites are the 
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effectors of their function and specific receptors have already been identified for these vitamins. 
This could lead to a generalization of the concept that bio-activation is in general required for 
fat-soluble vitamins. 
The research on the LCM presented here covers only a part of the efforts to unravel the function 
of vitamin E, but the results of the presented project add new and highly relevant aspects. For 
consolidation and extension, several experiments are suggested, which add new facets to the 
function of the LCM. The aim of future work is to unravel the function of the LCM and their 
contribution to the function of vitamin E, hopefully until 2022, the centenary anniversary of its 
characterization as a vitamin. 
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Nachwort 
Als das Forschungsgebiet um den Vitamin-E-Metabolismus entstand, wurde dieser bei einem 
Vitamin-E-Überangebot für den Abbau des überschüssigen Vitamin E verantwortlich gemacht 
und sollte so ausschließlich vor einer Intoxikation an Vitamin E schützen. Die dabei gebildeten 
Metabolite wurden als reine Abbauprodukte angesehen. Schon nach wenigen Jahren wurde die 
biologische Aktivität der SCM beschrieben (WECHTER et al. 1996). Mit fortschreitendem 
Erkenntnisgewinn ändert sich der Blickwinkel nun auch auf die LCM. So liefern zahlreiche 
Publikationen deutliche Hinweise für die biologische Aktivität der LCM (siehe Manuskripte dieser 
Arbeit und alle Publikationen, die unter Kapitel 2.4 beschrieben werden). Die Teilnehmer des 2. 
Internationalen Vitamin-E-Satellitensymposiums formulierten im zugehörigen Konsensusartikel 
(GALLI et al. 2017) daher folgende Hypothese:  
“Given that short chain and even more long-chain metabolites (LCMs) of α-tocopherol are bioactive 
molecules […], the hypothesis that besides the “excess route” there could be an even more important 
“activation route” of this vitamin has emerged […].” 
Möglicherweise führt der Vitamin-E-Metabolismus also nicht nur zur Ausscheidung von 
überschüssigem Vitamin E, sondern auch zur biologischen Aktivierung von Vitamin E. Homologe 
Konzepte sind schon seit langem für die anderen fettlöslichen Vitamine bekannt. 
Interessanterweise wurden spezifische Rezeptoren für die bioaktivierten Metabolite von Vitamin A 
und Vitamin D bereits vor einiger Zeit identifiziert (EVANS & MANGELSDORF 2014). Auf dieser Basis 
könnten die Bestrebungen zur Identifizierung des LCM-Rezeptors vielversprechend verlaufen.  
Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass die Aufklärung der biologischen Wirksamkeit 
der Vitamin-E-Metabolite zu einem erneuten Wendepunkt in der Erforschung des Vitamin E 
führen könnte und die Arbeiten der Forschergruppen einen wesentlichen Beitrag zum Verständnis 
der Vitamin-E-Funktion liefern. 
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F Anhang 
Tabelle A1: Übersicht zu den recherchierten LCM mit Angabe der Methode. 
 Analytik1 Probe2 Metabolite 
    α-LCM γ-LCM δ-LCM 
SONTAG & 
PARKER (2002) 
D1 
E1 
C1 
- 
FF 
GC-MS  
3 - 10 ml 
Medium 
(HepG2) 
 γ-7‘-COOH 
γ-9’-COOH 
γ-11’-COOH 
γ-13’-COOH 
γ-13’-OH 
 
YOU et al. 
(2005) 
D 
E 
C 
- 
FF 
GC-MS 
Medium (A549 
und HepG2) 
α-Metabolite, 
keine expli-
zite Angabe 
der Form 
γ-3‘-COOH bis 
γ-13’-COOH 
γ-13’-OH 
γ-T3-5‘-COOH bis 
γ-T3-13’-COOH 
γ-T3-13’-OH 
δ-3‘-COOH bis 
δ-13’-COOH 
δ-13’-OH 
δ-T3-5‘-COOH bis 
δ-T3-13’-COOH 
δ-T3-13’-OH 
JIANG et al. 
(2007) 
D 
E 
C 
S 
FF 
HPLC-FD 
 
Medium (A549)  γ-9’-COOH bis 
γ-13’-COOH 
γ-13’-OH 
γ-9‘S-COOH bis 
γ-13’S-COOH 
γ-TOH 
δ-9’-COOH bis 
δ-13’-COOH 
δ-9‘S-COOH bis 
δ-13’S-COOH 
 C LC-MS (ESI (-)) 200 µl Ratten-
plasma 
α-TOH 
 
γ-3‘-COOH 
γ-9‘S-COOH bis 
γ-13’S-COOH 
γ-13’-COOH 
γ-13’-OH 
γ-TOH 
 
 C LC-MS (ESI (-)) Rattenleber α-TOH 
 
γ-9‘S-COOH 
γ-13’S-COOH 
γ-13’-COOH 
γ-13’-OH 
γ-TOH 
 
FREISER & JIANG 
(2009a) 
 
D 
E 
C  
S+G 
FF 
HPLC-FD 
 
400 µl Medium 
(A549) 
 
 
γ-T3-9‘S-COOH bis 
γ-T3-13’S-COOH 
γ-T3-9’-COOH bis 
γ-T3-13’-COOH 
γ-TOH, γ-T3 
δ-TOH 
 C LC-MS (ESI (-)) 100 µl Ratten-
plasma 
α-TOH 
 
γ-3‘-COOH 
γ-T3-13’-COOH 
γ-T3-9‘S-COOH bis 
γ-T3-13’S-COOH 
γ-TOH, γ-T3 
 
1 Die Spalte Analytik enthält Angaben zur Dekonjugation, Extraktion und Chromatographie der Proben. 
2 Die Probenmenge wurde angegeben, sofern die Information in den Veröffentlichungen zur Verfügung stand. 
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Tabelle A1 (Fortsetzung) 
 Analytik1 Probe2 Metabolite 
    α-LCM γ-LCM δ-LCM 
FREISER & JIANG 
(2009b) 
D1 
E1 
C1 
S+G 
FF 
HPLC-FD 
400 µl Medium 
(A549) 
 γ-9‘S-COOH bis 
γ-13’S-COOH 
γ-9’-COOH bis 
γ-13’-COOH 
 
   100 µl Ratten-
plasma 
 γ-T3-3‘-COOH 
γ-T3-9‘S-COOH bis 
γ-T3-13’S-COOH 
γ-T3-9’-COOH bis 
γ-T3-13’-COOH 
 
BIRRINGER et al. 
(2010) 
D 
E 
C 
 
 
HPLC-UV 
Medium 
(HepG2) 
α-5‘-COOH 
α-13’-COOH 
α-13’-OH 
  
MUSTACICH et al. 
(2010) 
D 
E 
C 
- 
FF 
LC-MS 
Rattenleber-
mikrosomen 
α-13’-OH   
YANG et al. 
(2010) 
D 
E 
C 
- 
SPE 
LC-TOF-MS (ESI (+)) 
1 ml Medium 
(A549) 
 γ-9’-COOH 
γ-11’-COOH 
γ-13’-COOH 
γ-13’-OH 
 
ZHAO et al. 
(2010) 
D 
E 
C 
S+G 
FF (2S) 
HPLC-ECD 
LC-MS (ESI (-)) 
 Messbar: alle Metabolite von α-TOH, γ-TOH, γ-T3, δ-TOH, 
δ-T3 
   20 µl humanes 
Serum 
Nur ICM, SCM und TOH 
   20 µl humaner 
Urin 
Nur ICM und SCM 
   10 mg humane 
Fäzes 
α-3‘-COOH 
α-5‘-COOH 
α-13’-COOH 
α-TOH 
α-T3 
γ-3‘-COOH bis 
γ-11’-COOH 
γ-TOH, γ-T3 
 
δ-3‘-COOH bis 
δ-11’-COOH 
δ-TOH 
JIANG et al. 
(2013) 
D 
E 
C 
- 
FF 
LC-MS/MS (ESI) 
30 mg Fäzes  γ-3‘-COOH bis 
γ-13’-COOH 
γ-13’-OH 
 
δ-3‘-COOH 
δ-7‘-COOH bis 
δ-13’-COOH 
δ-13’-OH 
       
WALLERT et al. 
(2014a) 
D 
E 
C 
S+G 
FF 
Q-TOF-LC-MS (ESI (+)) 
500 µl humanes 
Serum  
α-13’-COOH   
CIFFOLILLI et al. 
(2015) 
D 
E 
C 
- 
FF 
HPLC-ECD 
GC-MS 
1 ml Serum α-13’-OH   
1 Die Spalte Analytik enthält Angaben zu der Dekonjugation, Extraktion und Chromatographie der Proben. 
2 Die Probenmenge wurde angegeben, sofern die Information in den Veröffentlichungen zur Verfügung stand.  
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Tabelle A1 (Fortsetzung) 
 Analytik1 Probe2 Metabolite 
    α-LCM γ-LCM δ-LCM 
JIANG et al. 
(2015) 
D1 
E1 
C1 
S 
FF (2S) 
HPLC-FD 
30 - 50 µl 
fötales bovines 
Serum versetzt 
mit Metaboliten 
α-3‘-COOH  
α-5‘-COOH 
 
γ-3‘-COOH 
γ-TOH 
 
δ-13’-COOH 
δ-T3-13’-COOH 
δ-TOH 
 D 
E 
C 
S 
FF (2S) 
LC/MS/MS (ESI (-)) 
Medium (A549) 
für Etablierung 
der Methode 
Messbar: alle Metabolite von α-TOH, γ-TOH, γ-T3, δ-TOH, 
δ-T3 
   30 mg murine 
Fäzes 
α-13’-COOH 
α-13’-OH 
γ-3‘-COOH bis 
γ-13’-COOH 
δ-5‘-COOH bis 
δ-13’-COOH 
   30 - 50 µl 
murines Plasma  
α-3‘-COOH  γ-3‘-COOH 
γ-9’S-COOH 
γ-11’S-COOH 
γ-13’S-COOH 
γ-13’-COOH 
δ-7’-COOH 
δ-9’S-COOH 
δ-11’S-COOH 
δ-13’S-COOH 
δ-13’-COOH 
TORQUATO et al. 
(2016b) 
D 
E 
C 
k.A. 
FF 
LC-MS/MS (APCI) 
1 ml humanes 
Serum 
α-13’-COOH 
α-13’-OH 
  
GIUSEPPONI et al. 
(2017) 
D 
E 
C 
S+G 
FF 
LC-MS/MS (ESI (+)) 
500 µl humanes 
Plasma oder 
Serum 
 
α-3‘-COOH 
α-13’-COOH 
α-13’-OH 
γ-3‘-COOH  
   100 µl humanes 
Plasma oder 
Serum 
α-TOH γ-TOH  
Manuskript 9 D 
E 
C 
S+G 
SPE 
LC-MS/MS/MS 
100 µl Plasma α-3‘-COOH 
α-5‘-COOH 
α-13’-COOH 
α-13’-OH 
α-TOH 
  
 D 
E 
C 
S+G 
SPE 
HPLC-FD 
100 µl Zellsus-
pension 
250 µl Über-
stand 
α-13’-COOH 
α-13’-OH 
α-TOH 
  
1 Die Spalte Analytik enthält Angaben zu der Dekonjugation, Extraktion und Chromatographie der Proben. 
2 Die Probenmenge wurde angegeben, sofern die Information in den Veröffentlichungen zur Verfügung stand. 
Verwendete Abkürzungen: 2S: Extraktionsverfahren in zwei Schritten: Extraktion der polaren und unpolaren Metabolite 
aus der gleichen Probe, aber mit unterschiedlichen Lösungsmittelgemischen; α-13‘-COOH: α-13‘-Carboxychromanol 
(analog für die anderen Formen und Kettenlängen); α-13‘-OH: α-13‘-Hydroxychromanol (analog für die anderen 
Formen); γ-13‘-T3-COOH: γ-13‘-Carboxychromanol des Tocotrienols (analog für die anderen Formen und 
Kettenlängen); γ-13’S-COOH: γ-13‘-Carboxychromanolsulfat (analog für die anderen Formen und Kettenlängen); APCI: 
atmospheric pressure chemical ionization; ECD: electron capture detector; ESI (+) oder ESI (-): Elektronensprayionisation 
im positiven oder negativen Modus; FD: Fluoreszenzdetektion; FF: Flüssig-Flüssig-Extraktion; GC: Gaschromatographie; 
HPLC: high pressure liquid chromatography; ICM: intermediate-chain metabolite; k.A.: keine Angabe des verwendeten 
Enzyms; LCM: long-chain metabolite; LC: liquid chromatography; MS: Massenspektrometrie; S: Sulfatase; SCM: short-
chain metabolite; S+G: Sulfatase und Glucuronidase; SPE: Festphasenextraktion (solid phase extraction); TOF: time of 
flight; TOH: Tocopherol; T3: Tocotrienol; UV: Detektor für Ultraviolettstrahlung. 
  
  
  
 
